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(57) Abstract 

The invention discloses any DNA sequence containing, as coding region, all or part of the nucleotide sequence coding for an mRNA 
coding for a laccase, or all or part of the complementary nucleotide sequence of the latter and coding for an antisense mRNA capable of 
being hybridized with the above mentioned mRNA. The invention also discloses the use of the above mentioned sequences for implementing 
methods of controlling lignin biosynthesis in plants. 

(57) Abregl 

La prfsente invention conceme toute sequence d*ADN comprenant a litre de region codante, tout ou partie de la sequence nucleotidique 
cod ant pour un ARNm cod ant pour une laccase, ou tout ou partie de la sequence nucteotidique complementaire de cette demiere et codant 
pour un ARNm antisens susceptible de s*hybrider avec I* ARNm susmentionng. L'invention vise 6galement l'utiltsation des sequences 
susmentionn^es pour la mise en oeuvre de procldes de regulation de la biosynthese de lignines chez les pi antes. 
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SEQUENCES D'ADN CODANT POUR DES LACCASES, ET LEURS 
APPLICATIONS DANS LE DOMAINE DE LA REGULATION DES 
TENEURS EN LIGNINES DES PLANTES. 



La presente invention a pour objet I'utilisation de sequences d'ADN 
codant pour des laccases chez les plantes, ou de tout fragment de ces 
sequences, ou encore de toute sequence derivee de ces dernieres, ou de leurs 
sequences complementaires, dans le cadre de la mise en oeuvre de precedes de 

10 regulation du taux de lignine chez les plantes. 

Les laccases (p. diphenol : O2 oxydoreductase, EC 1.10.3.2) oxydent 
des substrats phenol iques en utilisant I'oxygene en tant qu'accepteur 
d'electron. Ce sont des glycoproteins fixant quatre ions cuivrc, qui 
constituent avec 1'ascorbate oxydase et la ceruloplasmine, un groupe de 

15 metallo-enzymes appele les "oxydases bleues, a cuivre" (Messerschmidt and 

Huber, 1990 ; Ryden and Hunt, 1993). 

Tout d'abord identifiees dans l'arbre a laque du Japon {Rhus 
vernicifera), il a ensuite ete montre que les laccases sont reparties dans de 
nombreux organismes (champignons, plantes superieures, insectes et 

20 bacteries), et beaucoup de fonctions differentes leur ont ete attributes (Dean 

and Eriksson, 1994). 

Chez les plantes, l'unique fonction attribute aux laccases est celle de 
leur probable implication dans la polymerisation oxydative de composes 
phenoliques dans le cadre de la biosynthese de lignine. 

25 Bien q Ue y implication des laccases dans la lignification a ete remise en 

question pendant des anndes, plusieurs etudes recentes ont abouti a 
reconsiderer leur role dans ce processus (Driouich et al. f 1992 ; O'Malley et 
al., 1993 ; Dean and Eriksson, 1994). 

A l'heure actuelle, le mecanisme enzymatique exact de la polymerisation 

30 des monolignols lors de la formation des lignines, demeure inconnu. Une 

approche possible permettant de clarifier le role de ces enzymes est de reguler 
(soit dans le sens d'une diminution, soit dans le sens d f une augmentation), 
T expression des genes correspondants dans des plantes transgeniques et de 
rechercher les differences resultantes en teneur et/ou en composition des 

35 lignines chez ces plantes transformees par rapport a des plantes non 

transformees. 

Une telle approche a deja ete experimentee avec le gene d'une 
peroxydase anionique et avec differents genes codant pour des enzymes 
impliquees dans la biosynthese des lignines (Boudet et al., 1995). 
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Ces enzymes susmentionnees impliquees dans la biosynthese des 
lignines, sont principalement I'O-methyl transferase (OMT), la cinnamyl 
alcool deshydrogenase (CAD) et la cinnamoyl Co A reductase (CCR). 

Les lignines sont des polymeres de monolignols, et lcs trois enzymes 
5 citees ci-dessus sont impliquees dans la biosynthese des monolignols. 

Ces approches ont ete realisees au cours des dernieres annees dans la 
perspective de modifier qualitativement et/ou quantitativement les lignines 
dans les plantes fourrageres et les especes ligneuses utilisees pour la 
production de pate a papier. Les objectifs principaux de ces etudes etaient 
10 respectivement d'ameliorer la digestibilite des fourrages et de reduire les 

pollutions liees au blanchiment des pates a papier. 

Les laccases quant a elles, agissent sur les etapes ulterieures 
extracellulaires d'assemblage de ces monolignols. 

Toutefois, aucune approche tentant de verifier 1' influence que pourrait 
15 avoir un procede de diminution ou d' augmentation de l'expression de genes 

codant pour des laccases sur la quantite et la qualite des lignines produites par 
des plantes transformees, n'a ete effectuee jusqu'a maintenant. 

Seuls des ADNc codant pour des laccases ont ete isoles a partir de 
sycomore (Delaunay et al., 1994 ; La Fayette et al., 1995). 
20 Mais la transformation genetique du sycomore n'etant pas encore 

realisable, aucune conclusion n'a pu etre apportee par ces travaux sur 
1' influence possible de la regulation de l'expression du gene de ces laccases 
sur la teneur et la qualite des lignines produites. 

L'un des buts de la presente invention est celui de fournir un procede 
25 permettant de modifier les lignines des plantes, cette modification intervenant 

au niveau de la composition et/ou de la quantite des lignines produites. 

La presente invention a plus particulierement pour but de fournir un 
procede permettant de reguler efficacement les teneurs en lignines dans les 
plantes, soit dans le sens d'une diminution sensible de ces teneurs par rapport 
30 aux teneurs normales dans les plantes, soit dans le sens d'une augmentation de 

ces teneurs. 

Un autre but de la presente invention est de fournir les outils pour la 
raise en oeuvre d'un tel procede, et plus particulierement des constructions 
utilisables pour la transformation de plantes. 
35 un autre but de la presente invention est de fournir des plantes 

transformees genetiquement, notamment des plantes fourrageres susceptibles 
d'etre mieux digerees que les plantes non transformees, ou encore des plantes 
ou arbres transformes pour la production de la pate a papier, et dont 
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r extraction des lignines serait facilitee et moins polluante que dans le cas 
d'arbres non transformes. 

Un autre but de la presente invention est celui de fournir des plantes 
transformees davantage resistantes a des attaques de I'environnement, 
5 notamment a des attaques parasitaires, que ne le sont les plantes non 

transformees, ou encore des plantes transformees de plus grande taille, ou dc 
taille plus reduite (que celle des plantes non transformees). 

L' invention est illustree a 1'aide des figures 1 a 5 suivantes : 

- figure 1 : representation de la construction du plasmide pBKTL8 conc;u 
10 pour sur-exprimer un gene codant pour une laccase; il a ete realise a partir de 

SEQ ID NO 1, a savoir a partir d'une sequence complete d'ADNc codant une 
laccase de tabac (sequence codante et extremites 5' et 3' non codantes de 
l'ADNc), 

- figure 2 : representation de la construction du plasmide pIvIBKTL 
15 correspondant au plasmide pBKTL8 presente dans la figure 1 dans lequel le 

site de restriction Ncol situe en amont de la sequence codant la laccase de 
tabac, a ete elimine, 

- figure 3 : representation de la construction du plasmide pNKTL congu 
pour sur-exprimer un gene codant pour une laccase; il a ete realise a partir de 

20 la sequence d'ADNc codant une laccase de tabac delimitee par les nucleotides 

situes aux positions 82 et 1755 de SEQ ID NO 1 (clonage de la region codante 
uniquement). 

- figure 4 : representation de la construction des plasmides pHSl et 
pHS16 con?us pour diminuer Texpression du (des) gene(s) codant pour la (les) 

25 laccase(s); ils ont ete realises a partir d'une sequence partielle d'ADNc codant 

une laccase de tabac, a savoir la sequence delimitee par les nucleotides situes 
aux positions 292 et 1766, qui a ete clonee en orientation sens dans le cas du 
plasmide pHS16 et en orientation antisens dans le cas du plasmide pHSl. 

- figure 5 : representation de la construction du plasmide pES22 congu 
30 pour diminuer 1'expression du (des) gene(s) codant pour la (les) laccase(s); il a 

ete realise a partir de SEQ ID NO 1, a savoir a partir d'une sequence complete 
d'ADNc codant une laccase de tabac (sequence codante et extremites 5' et 3' 
non codantes de l'ADNc) qui a ete clonee en orientation antisens. 

La presente invention a pour objet 1'utilisation de sequences 
35 nucleotidiques recombinantes contenant une {ou plusieurs) region(s) 

codante(s), cette (ces) region(s) codante(s) etant const ituee(s) : 

- d'une sequence nucleotidique codant pour un ARN messager (ARNm), 
cet ARNm codant lui-meme pour une laccase chez les plantes, ou d'un 
fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment codant pour 
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un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase, ou 
d'une sequence nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique 
susmentionnee, ou derivee du fragment susmentionne, notamment par 
mutation et/ou addition, et/ou suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs 

5 nucleotides, cette sequence derivee codant pour un ARNm, cet ARNm codant 

lui-meme pour une proteine derivee d'une laccase, ou 

- d'une sequence nucleotidique complementaire d'une sequence 
nucleotidique codant pour un ARNm codant lui-meme pour une laccase chez 
les plantes, ou complementaire d'un fragment d'une sequence nucleotidique 

10 codant pour ledit ARNm, ou complementaire d'une sequence nucleotidique 

derivee, soit d'une sequence nucleotidique codant pour ledit ARNm, soit d'un 
fragment de cette derniere, cette sequence complementaire codant pour une 
sequence nucleotidique antisens (encore designee ARNm antiscns) susceptible 
de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 

15 pour la transformation de cellules vegetales en vue de 1'obtention de 

plantes transgeniques au sein desquelles la biosynthese des lignines est regulee 
soit dans le sens d'une augmentation, soit dans le sens d'une diminution des 
teneurs en lignines produites, par rapport aux teneurs normales en lignines 
produites chez les plantes non transformees, et/ou dans le sens d'une 

20 modification de la composition (et done des caracteristiques physicochimiques 

de ces dernieres, telles que Textraction par les solvants habituellement utilises 
dans l'industrie papetiere) des lignines produites par lesdites plantes 
transgeniques par rapport aux lignines produites chez les plantes non 
transformees. 

25 Par 1' expression "sequence nucleotidique derivee", dans ce qui precede 

et ce qui suit, on entend toute sequence presentant au moins environ 60 % (et 
plus particulierement au moins environ 80 %) de nucleotides identiques a ceux 
de la sequence dont elle derive. 

Par "proteine derivee" dans ce qui precede et ce qui suit, on entend toute 

30 proteine presentant au moins environ 50 % (et plus particulierement au moins 

environ 70 %) d'acides amines homologues a ceux de la proteine dont elle 
derive. 

Parmi les sequences nucleotidiques susceptibles d'etre contenues dans les 
sequences nucleotidiques recombinantes susmentionnees, on peut citer 
35 principalement: 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 1 , codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour la laccase de tabac representee 
par SEQ ID NO 2, 
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- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 3, codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une Iaccasc de 
tabac, ce fragment etant represente par SEQ ID NO 4, 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 5, codant pour 
5 un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase de 

tabac, ce fragment etant represente par SEQ ID NO 6, 

- la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 
SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5, cette sequence 
complementaire codant pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec 

10 un ARNm codant pour une laccase chez les pi antes, et plus particulierement 

avec 1'ARNm code par les sequences SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, et 
SEQ ID NO 5 respectivement, 

- la sequence nucleotidique derivee de la sequence representee par 
SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5, -notamment- par mutation 

15 et/ou addition, et/ou suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs 

nucleotides, cette sequence derivee codant soit pour un ARNm codant lui- 
meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 2, ou pour les fragments de 
laccase represents par SEQ ID NO 4, ou SEQ ID NO 6, soit pour une 
proteine derivee de la laccase ou fragments de laccase susmentionnes, 

20 - la sequence nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique 

complementaire susmentionnee, par mutation et/ou addition, et/ou 
suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence 
derivee codant pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec un 
ARNm codant pour une laccase chez les plantes, et plus particulierement avec 

25 un des ARNm susmentionnes. 

La presente invention a plus particulierement pour objet toute sequence 
d'ADN, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 1, codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour la laccase representee par 

30 SEQ ID NO 2, ou 

- un fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment 
codant pour un fragment de la laccase representee par SEQ ID NO 2, ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence representee par 
SEQ ID NO 1 susmentionnde, ou d'un fragment tel que decrit ci-dessus de 

35 cette sequence, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 

et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm codant lui-meme pour la laccase representee par 
SEQ ID NO 2, ou pour une proteine derivee de cette derniere. 
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La presente invention a plus particulierement pour objet toute sequence 
d'ADN, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 3, codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase de 

5 tabac, ce fragment etant represente par SEQ ID NO 4, ou 

- un fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment 
codant pour un fragment de la laccase representee par SEQ ID NO 4, ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence representee par 
SEQ ID NO 3, susmentionnee, ou d'un fragment tel que decrit ci-dessus de 

10 cette sequence, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 

et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm codant lui-meme pour le fragment de laccase represente par 
SEQ ID NO 4, ou pour une proteine derivee de ce dernier. 

La presente invention a plus particulierement pour objet toute sequence 

15 d'ADN, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 5, codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase de 
tabac, ce fragment etant represente par SEQ ID NO 6, ou 

- un fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment 
20 codant pour un fragment de la laccase representee par SEQ ID NO 6, ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence representee par 
SEQ ID NO 5, susmentionnee, ou d'un fragment tel que decrit ci-dessus de 
cette sequence, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 

25 pour un ARNm codant lui-meme pour le fragment de laccase represente par 

SEQ ID NO 6, ou pour une proteine derivee de ce dernier. 

Par les expressions "fragments de laccase" ou "proteines derivees" dans 
ce qui precede et ce qui suit, on entend toute proteine possedant une activite de 
polymerisation des monolignols en l'absence de peroxyde d'hydrogene telle 
30 que mesuree selon la methode de Sterjiades et al. (1992) publiee dans Plant 

Physiology, 99 ; 1162 - 1168. 

L' invention a egalement pour objet toute sequence d'ADN, caracterisee 

en ce qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 
35 SEQ ID NO 1 , cette sequence complementaire codant pour un ARNm antisens 

susceptible de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les 
plantes, notamment chez le tabac, et plus particulierement avec r ARNm 
codant lui-meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 2, a savoir avec 
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I'ARNm code par la sequence representee par SEQ ID NO 1, ou code par une 
sequence derivee de cette dcrniere, telle que definie ci-dessus, ou 

- un fragment de la sequence complementaire susmentionnec, ce 
fragment dc sequence codant pour un ARNm antisens susceptible de 

5 s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 

notamment chez le tabac, et plus particulierement avec I'ARNm codant lui- 
meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 2, tel que defini ci-dessus, 
ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence complementaire 
10 susmentionnee, ou du fragment de cette sequence complementaire tel que 

decrit ci-dessus, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec I'ARNm susmentionne. 
La presente invention a plus particulierement pour objet toute sequence 
15 d'ADN, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 
SEQ ID NO 3, cette sequence complementaire codant pour un ARNm antisens 
susceptible de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les 
plantes, notamment chez le tabac, et plus particulierement avec I'ARNm 

20 codant lui-meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 4, a savoir 

I'ARNm code par la sequence representee par SEQ ID NO 3, ou code par une 
sequence derivee de cette derniere, telle que definie ci-dessus, ou 

- un fragment de la sequence complementaire susmentionnee, ce 
fragment de sequence codant pour un ARNm antisens susceptible de 

25 s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 

notamment chez le tabac, et plus particulierement avec I'ARNm codant lui- 
meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 4, telle que definie ci- 
dessus, ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence complementaire 
30 susmentionnee, ou du fragment de cette sequence complementaire tel que 

decrit ci-dessus, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec I'ARNm susmentionne. 
La presente invention a plus particulierement pour objet toute sequence 
35 d'ADN, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 
SEQ ID NO 5, cette sequence complementaire codant pour un ARNm antisens 
susceptible de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les 
plantes, notamment chez le tabac, et plus particulierement avec I'ARNm 
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codant lui-meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 6, a savoir 
I'ARNm code par la sequence representee par SEQ ID NO 5, ou code par unc 
sequence derivee dc cette derniere, telle que definie ci-dessus, ou 

- un fragment de la sequence complementaire susmentionnee, ce 
5 fragment de sequence codant pour un ARNm antisens susceptible de 

s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 
notamment chez le tabac, et plus particulierement avec I'ARNm codant lui- 
meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 6, telle que definie ci- 
dessus, ou 

10 - toute sequence nucleotidique derivee dc la sequence complementaire 

susmentionnee, ou du fragment de cette sequence complementaire tel que 
decrit ci-dessus, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec I'ARNm susmentionne. 
15 i| va de soi que les sequences representees par SEQ ID NO 1, 

SEQ ID NO 3, et SEQ ID NO 5, les sequences complementaires, les 
sequences derivees et les fragments de sequences de 1' invention mentionnees 
ci-dessus, doivent etre pris en consideration comme etant representees dans le 
sens 5' — > 3'. 

20 Ainsi, le premier nucleotide d'une sequence complementaire dans le sens 

5' -> 3* telle que decrite ci-dessus, est le complement du dernier nucleotide de 
la sequence dans le sens 5' -> 3' codant pour une laccase (ou fragment de 
laccase ou proteine derivee), le second nucleotide de cette sequence 
complementaire est le complement de l'avant-dernier nucleotide de la sequence 
25 codant pour une laccase, et ainsi de suite, jusqu'au dernier nucleotide de ladite 

sequence complementaire qui est le complement du premier nucleotide de la 
sequence codant pour une laccase. 

L'ARNm code par la sequence complementaire susmentionnee est tel 
que, lorsque cet ARNm est represente dans le sens 5' -+ 3', son premier 
30 nucleotide correspond au dernier nucleotide de la sequence codant pour une 

laccase, et done s'hybride avec le dernier nucleotide de I'ARNm code par cette 
derniere, tandis que son dernier nucleotide correspond au premier nucleotide 
de la sequence codant pour une laccase, et done s'hybride avec le premier 
nucleotide de I'ARNm code par cette derniere. 
35 Ainsi, on entend par ARNm antisens dans ce qui precede et ce qui suit, 

tout ARNm code par la susdite sequence complementaire et represente dans le 
sens inverse (3* -> 5') du sens dans lequel est represente I'ARNm code par la 
sequence codant pour une laccase (ou fragment de laccase ou proteine 
derivee), ce dernier ARNm etant encore designe ARNm sens (5* -> 3'). 
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Le terme d'ARN antisens s'adresse done a une sequence d'ARN 
complementaire de la sequence en bases de TARN messager, le terme 
complementaire devant etre compris en ce sens que chaque base (ou unc 
majorite de bases) de la sequence antisens (lue dans le sens 3' -» 5') est 
5 capable de s'apparier avec les bases correspondantes (G avec C, A avec U) dc 

TARN messager (sequence lue dans le sens 5* -» 3'). 

La strategic des ARN antisens, dans le cadre de la presente invention, 
est une approche moleculaire particulierement adaptee a I'objectif d'une 
modulation des taux de lignines des plantes. L'ARN antisens est un ARN 

10 produit par la transcription du brin d' ADN non codant (brin non-sens). 

Cette strategic antisens est plus particulierement decritc dans le brevet 
europeen n° 240 208. 

L' invention concerne egalement tout ARNm code par une sequence 
d'ADN selon I'invention, et plus particulierement: 

15 - l'ARNm code par la sequence d'ADN representee par SEQ ID NO 1, 

ou code par un fragment ou une sequence derivee tels que definis ci-dessus, 
ledit ARNm etant susceptible de coder a son tour pour la laccase presente chez 
le tabac, telle que representee par SEQ ID NO 2, ou pour un fragment de cette 
laccase ou une proteine derivee tels que definis ci-dessus, 

20 - l'ARNm code par la sequence d'ADN representee par SEQ ID NO 3, 

ou code par un fragment ou une sequence derivee tels que definis ci-dessus, 
ledit ARNm etant susceptible de coder a son tour pour le fragment d'une 
laccase presente chez le tabac, telle que representee par SEQ ID NO 4, ou 
pour un fragment de ce dernier ou une proteine derivee tels que definis ci- 

25 dessus, 

- l'ARNm code par la sequence d'ADN representee par SEQ ID NO 5, 
ou code par un fragment ou une sequence derivee tels que definis ci-dessus, 
ledit ARNm 6tant susceptible de coder a son tour pour le fragment d'une 
laccase presente chez le tabac, telle que representee par SEQ ID NO 6, ou 

30 pour un fragment de ce dernier ou une proline derivee tels que definis ci- 

dessus. 

L* invention a egalement pour objet tout ARNm antisens, tel que defini 
ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend des nucleotides complementaires 
de la totalite ou d'une partie seulement des nucleotides constituant un ARNm 
35 tel que ddcrit ci-dessus selon I'invention, ledit ARNm antisens etant 

susceptible de s'hybrider (ou de s'apparier) avec un ARNm codant pour une 
laccase chez les plantes, notamment avec un ARNm tel que decrit ci-dessus. 

A ce titre, T invention vise plus particulierement les ARNm antisens 
codes par des sequences d'ADN selon I'invention, comprenant au moins une 
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region de 100 bases homologues a celles d'une region des sequences 
complementaires des sequences d'ADN susmentionnees de l'invention. 

II n'y a pas de Hmite superieure de taille pour les sequences d'ADN 
codant pour un ARN antisens selon I'invention; elles peuvent etre aussi 
5 longues que celles du messager normalemcnt produit dans les cellules, voire 

aussi longues que la sequence d'ADN genomique codant pour l'ARNm d'une 
laccase. 

L' invention a plus particulierement pour objet: 

- tout ARNm antisens, tel que decrit ci-dessus, caracterise en ce qu'il est 
10 code par la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 

SEQ ID NO 1, ledit ARNm antisens etant susceptible de s'hybrider avec un 
ARNm codant pour une laccase chez les plantes, notammcnt l'ARNm code par 
la sequence d'ADN representee par SEQ ID NO 1 , 

- tout ARNm antisens, tel que decrit ci-dessus, caracterise en ce qu'il est 
15 code par la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 

SEQ ID NO 3, ledit ARNm antisens etant susceptible de s'hybrider avec un 
ARNm codant pour une laccase chez les plantes, notamment l'ARNm code par 
la sequence d'ADN representee par SEQ ID NO 3, 

- tout ARNm antisens, tel que decrit ci-dessus, caracterise en ce qu'il est 
20 code par la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 

SEQ ID NO 5, ledit ARNm antisens etant susceptible de s'hybrider avec un 
ARNm codant pour une laccase chez les plantes, notamment l'ARNm code par 
la sequence d'ADN representee par SEQ ID NO 5. 

L* invention concerne egalement les polypeptides recombinants codes par 
25 les sequences d'ADN de I'invention. lesdits polypeptides recombinants 

presentant, le cas echeant, une activite de polymerisation des monolignols chez 
les plantes, et plus particulierement les polypeptides recombinants representes 
par SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4, et SEQ ID NO 6, codes respectivement par 
les sequences representees par SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, et SEQ ID NO 
30 5 , ou par des sequences derivees de ces dernieres selon 1' invention. 

L'invention a plus particulierement pour objet les polypeptides 
recombinants, et notamment les laccases recombinantes, tels qu obtenus par 
transformation de cellules vegetales en integrant de facon stable dans leur 
genome, une sequence nucleotidique recombinante telle que definie ci-apres, 
35 contenant une sequence d'ADN selon l'invention, notamment a l'aide d'un 

vecteur tel que decrit ci-apres. 

Par l'expression "polypeptides recombinants", on doit entendre toute 
molecule possedant une chaine polypeptidique susceptible d'etre produite par 
genie genetique, par 1'intermediaire d'une phase de transcription de 1'ADN du 
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gene correspondant, ce qui conduit a I'obtention d*ARN qui est par la suite 
transforme en ARNm (par suppression des introns), ce dernier etant ensuite 
traduit par les ribosomes, sous forme de proteines, le tout etant effectue sous 
controle d'elements de regulation appropries a I'interieur d'une cellule hole. 
5 Par consequent, l'expression "polypeptides recombinants" utilisee n'exclut pas 

la possibility que lesdits polypeptides comprennent d'autres groupements, tels 
que les groupements glycosyles. 

Bien entendu, le terme "recombinant" indique que le polypeptide a etc 
produit par genie genetique, car il resulte de l'expression, dans un hote 

io cellulaire approprie, de la sequence nucleotidique correspondante qui a ete 

auparavant introduite dans un vecteur d'expression utilise pour transformer 
ledit hote cellulaire. Toutefois, ce terme "recombinant" n'exclut pas la 
possibility que le polypeptide soit produit par un procede different, par 
exemple par synthese chiirsique classique scion les methodes connues utilisees 

15 pour la synthese de proteines, ou par clivage proteolytique de molecules de 

plus grande taille. 

L f invention concerne plus particulierement les laccases de tabac telles 
qu'obtenues sous forme essentiellement pure par extraction et purification a 
partir de tabac, et plus particulierement la laccase representee par SEQ ID NO 

20 2, ou celle comprenant le polypeptide represents par SEQ ID NO 4, ou encore 

celle comprenant le polypeptide represents par SEQ ID NO 6, ou toute 
proteine derivee de ces dernieres, notamment par addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, ou tout fragment issu 
desdites laccases ou de leurs sequences derivees. 

25 L f invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques codant 

pour la laccase representee par SEQ ID NO 2, ou pour les polypeptides 
represents par SEQ ID NO 4, et SEQ ID NO 6, ou toute sequence derivee ou 
fragment de ces derniers, tels que definis ci-dessus, lesdites sequences 
nucleotidiques etant caracterisees en ce qu'elles correspondent a tout ou partie 

30 des sequences representees par SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 

5, respectivement, ou a toute sequence derivee de ces dernieres par 
degenerescence du code genetique, et etant neanmoins susceptibles de coder 
pour les laccases ou sequence derivee ou fragment de ces dernieres, tels que 
definis ci-dessus. 

35 L* invention vise egalement les complexes formes entre les ARNm 

antisens, tels que decrits ci-dessus, et les ARNm selon 1' invention, 
susceptibles de coder pour tout ou partie d'une laccase chez les plantes. 

L* invention a plus particulierement pour objet le complexe forme entre 
l'ARNm code par la sequence SEQ ID NO 1 et 1' ARNm antisens code par la 



BNSDOCID: <WO 9745549A1_I_> 



WO 97/45549 PCT/FR97/00948 

12 

sequence complementaire de la sequence SEQ ID NO I, celui forme entre 
I'ARNm code par la sequence SEQ ID NO 3 et 1'ARNm antisens code par la 
sequence complementaire de la sequence SEQ ID NO 3, ainsi que celui forme 
entre I'ARNm code par la sequence SEQ ID NO 5 et I'ARNm antisens code 
par la sequence complementaire de la sequence SEQ ID NO 5. 

L' invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante contenant une (ou plusieurs) region(s) codante(s), cette (ces) 
region(s) codante(s) etant constituee(s): 

- d'une sequence nucleotidique codant pour un ARN messager (ARNm), 
cet ARNm codant lui-meme pour une laccase chez les plantes. ou d'un 
fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase chez 
les plantes, ou d'une sequence nucleotidique derivee de la sequence 
nucleotidique susmentionnee, ou derivee du fragment susmentionne, 
notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, et/ou substitution 
d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant pour un ARNm, 
cet ARNm codant lui-meme pour une proteine derivee de la laccase, ou 

- d'une sequence nucleotidique complementaire d'une sequence 
nucleotidique codant pour un ARNm codant lui-meme pour une laccase chez 
les plantes, ou complementaire d'un fragment d'une sequence nucleotidique 
codant pour ledit ARNm, ou complementaire d'une sequence nucleotidique 
derivee, soit d'une sequence nucleotidique codant pour ledit ARNm, soit d'un 
fragment de cette derniere, cette sequence complementaire codant pour une 
sequence nucleotidique antisens (encore designee ARNm antisens) susceptible - 
de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes. 

L' invention a plus particulierement pour objet toute sequence 
nucleotidique recombinante (ou ADN recombinant), caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins une sequence d'ADN selon 1' invention, choisie parmi 
celles decrites ci-dessus, ladite sequence d'ADN etant inseree dans une 
) sequence heterologue. 

L' invention concerne plus particulierement toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus, comprenant la sequence nucleotidique 
representee par SEQ ID NO 1, ou par SEQ ID NO 3, ou par SEQ ID NO 5, 
ou tout fragment ou une sequence nucleotidique derivee de ces dernieres, tels 
5 que definis ci-dessus, lesdites sequences nucleotidiques ou ledit fragment etant 

inseres dans une sequence heterologue, et etant susceptibles de coder pour le 
polypeptide representee par SEQ ID NO 2, ou par SEQ ID NO 4, ou par SEQ 
ID NO 6, respectivement, ou pour un fragment de ces polypeptides, ou pour 
une proteine derivee de ces derniers, tels que definis ci-dessus. 
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L' invention concerne plus particulierement encore, toutc sequence 
nucleotidique recombinante comprenant une sequence nucleotidique 
complementaire de celle representee par SEQ ID NO 1, ou par SEQ ID NO 3, 
ou par SEQ ID NO 5, ou tout fragment ou toute sequence nucleotidique 

5 derivee de cette sequence complementaire, tels que definis ci-dessus, lesdites 

sequences complementaires ou ledit fragment etant inseres dans une sequence 
heterologue, et etant susceptibles de coder pour un ARNm antisens capable dc 
s'hybrider avec tout ou partie de l'ARNm codant pour une laccase chez les 
plantes, et plus particulierement avec tout ou partie de l'ARNm codant pour la 

10 laccase representee par SEQ ID NO 2, ou pour les fragments de iaccase 

represents par SEQ ID NO 4, ou par SEQ ID NO 6, respectivement. 

Les ADN recombinants selon T invention sont davantage caractcriscs en 
ce qu'ils comprennent les elements necessaires pour reguler Texpression de la 
sequence nucleotidique codant pour tout ou partie d'une iaccase selon 

15 1' invention, ou de sa sequence complementaire codant pour un ARNm antisens 

selon T invention, notamment un promoteur et un terminateur de la 
transcription de ces sequences. 

Parmi les differents promoteurs susceptibles d'etre utilises dans les 
constructions d'ADN recombinants selon l f invention, on peut citer: 

20 - le promoteur endogene controlant 1'expression de la laccase chez une 

plante, notamment le promoteur sitae en amont de la sequence representee par 
SEQ ID NO 1 , ou SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5 chez le tabac, ou 

- des promoteurs de type constitutif a forte expression, tels que, par 
exemple, le promoteur 35S du CAMV (decrit dans Benfey et al. (1990), 

25 EMBO J., 9 (6), 1677-1684), 

- des promoteurs de type specifique a expression particuliere dans des 
tissus individuels. 

L' invention concerne egalement toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus, et comprenant egalement au moins 

30 une sequence nucleotidique codant pour tout ou partie d'un ARNm codant lui- 

meme pour une autre enzyme que la laccase, qui se trouve etre impliquee dans 
une etape de la biosynthdse des lignines chez les plantes, notamment l'ARNm 
codant pour Talcool cinnamylique deshydrogenase (CAD), et/ou TARNm 
codant pour la cinnamoyl Co A reductase (CCR), et/ou l'ARNm codant pour 

35 TO-methyltransferase (OMT), ou comprenant egalement au moins une 

sequence nucleotidique codant pour tout ou partie d'un ARNm antisens 
susceptible de s'hybrider avec TARNm susmentionne, notamment avec 
l'ARNm codant pour la CAD, la CCR ou l'OMT. 
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L' invention a egalement pour objet tout vecteur recombinant, utilisable 
pour la transformation de plantes, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique recombinante choisie parmi celles decrites ci-dcssus, 
selon I' invention, integree dans 1'un des sites de son genome non essentiels 

5 pour sa replication. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de regulation 
de la biosynthese des lignines chez les plantes, soit par diminution, soil par 
augmentation des quantites de lignines produites, par rapport aux quantites 
normales de lignines produites chez ces plantes, ledit procede comprenant une 

10 etapc de transformation de cellules de ces plantes a l'aide d'un vecteur 

contenant: 

- une sequence nucleotidique codant pour un ARN messager (ARNm), 
cet ARNm codant lui-meme pour une laccase chez les plantes, ou un fragment 
de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment codant pour un 

15 ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase, ou une 

sequence nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, 
ou derivee du fragment susmentionne, notamment par mutation et/ou addition, 
et/ou suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette 
sequence derivee codant pour un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour 

20 une proteine derivee d'une laccase, ou 

- une sequence nucleotidique complementaire d'une sequence 
nucleotidique codant pour un ARNm codant lui-meme pour une laccase chez 
les plantes, ou complementaire d'un fragment d'une sequence nucleotidique 
codant pour ledit ARNm, (••: complementaire d'une sequence nucleotidique 

25 derivee, soit d'une sequence ..cleotidique codant pour ledit ARNm, soit d'un 

fragment de cette derniere, stte sequence complementaire codant pour une 
seque.. •* nucleotidique antisens (encore designee ARNm antisens) susceptible 
de s'h ,-.rider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 
ladite transformation etant effectuee notamment a l'aide d'un vecteur tel que 

30 decrit ci-dessus. 

La presente invention a plus oarticulierement pour objet un procede de 
diminution des quantites de lignint produites chez les plantes, par rapport aux 
quantites normales de lignines produites chez ces plantes, ledit procede 
comprenant une etape de transformation de cellules de ces plantes a l'aide d'un 

35 vecteur contenant : 

- une sequence nucleotidique codant pour un ARN messager (ARNm), 
cet ARNm codant lui-meme pour une laccase chez les plantes, ou un fragment 
de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment codant pour un 
ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase, ou une 
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sequence nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, 
ou derivee du fragment susmentionne, notamment par mutation, et/ou 
addition, et/ou suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, 
cette sequence derivee codant pour un ARNm, cet ARNm codant lui-meme 

5 pour une proteine derivee d'une laccase, ou 

une sequence nucleotidique complementaire d 'une sequence 
nucleotidique codant pour un ARNm codant lui-meme pour une laccase chez 
les plantes, ou complementaire d'un fragment d'une sequence nucleotidique 
codant pour ledit ARNm, ou complementaire d'une sequence nucleotidique 

10 derivee, soit d'une sequence nucleotidique codant pour ledit ARNm, soit d'un 

fragment de cette derniere, cette sequence complementaire codant pour une 
sequence nucleotidique antisens (encore designee ARNm antisens) susceptible 
de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 

1 ad ite transformation etant effectuee noiamirient a 1'aide d'un vecteur lei 

15 que decrit ci-dessus. 

La presente invention a plus particulierement pour objet un procede de 
diminution des quantites de lignines produites chez les plantes, par rapport aux 
quantites norma les de lignines produites chez ces plantes, ledit procede 
comprenant une etape de transformation de cellules de ces plantes a I'aide d'un 

20 vecteur contenant une sequence nucleotidique complementaire d'une sequence 

nucleotidique codant pour un ARNm codant lui-meme pour une laccase chez 
les plantes, ou complementaire d'un fragment d'une sequence nucleotidique 
codant pour ledit ARNm, ou complementaire d'une sequence nucleotidique 
derivee, soit d'une sequence nucleotidique codant pour ledit ARNm, soit d'un 

25 fragment de cette derniere, cette sequence complementaire codant pour une 

sequence nucleotidique antisens (encore designee ARNm antisens) susceptible 
de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 

ladite transformation etant effectuee notamment a Taide d'un vecteur tel 
que decrit ci-dessus. 

30 A ce titre, invention a plus particulierement pour objet un procede de 

diminution de la quantite de lignines produite par biosynthese chez les plantes, 
ce procede etant effectue par transformation du genome de ces plantes, en y 
incorporant: 

- au moins une sequence d'ADN selon 1'invention telle que decrite ci- 
35 dessus, codant pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec tout ou 

partie de 1' ARNm codant pour une laccase chez les plantes, notamment pour la 
laccase representee par SEQ ID NO 2, ou pour un fragment de laccase 
represente par SEQ ID NO 4, ou SEQ ID NO 6, ou pour une proteine derivee 
de ces derniers telle que definie ci-dessus, 
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- et, le cas echeant, au moins une sequence d'ADN codant pour un 
ARNm antisens capable de s'hybrider a un ARNm codant pour une autre 
enzyme que la laccase, qui se trouve etre impliquee dans une etape de la 
biosynthese des lignines chez les plantes, notamment I'ARNm codant pour la 
5 CAD, la CCR ou l'OMT, 

ladite transformation etant realisee: 

- soit a I'aide d'un vecteur recombinant tel que decrit ci-dessus, 
contenant une sequence d'ADN codant pour un ARNm antisens capable de 
s'hybrider avec I'ARNm codant pour une laccase ou pour une proteine 

10 derivee, telle que definie ci-dessus, et, le cas echeant, contenant une ou 

plusieurs sequence(s) d'ADN codant pour un ARNm antisens capable de 
s'hybrider a un ARNm codant pour une autre enzyme que la laccase telle que 
definie ci-dessus, 

- soit a I'aide de plusieurs vecteurs recombinants dont 1'un au moins 
15 contient une sequence d'ADN codant pour un ARNm antisens capable de 

s'hybrider avec I'ARNm codant pour une laccase ou pour une proteine 
derivee, telle que definie ci-dessus, tandis que 1' (ou les) autre(s) vecteur(s) 
recombinants) contien(nen)t une sequence d'ADN codant pour un ARNm 
antisens capable de s'hybrider a un ARNm codant pour une autre enzyme que 
20 la laccase, telle que definie ci-dessus. 

Un autre precede de diminution de la quantite de lignines produites par 
biosynthese chez les plantes, est celui realise par transformation du genome de 
ces plantes, en y incorporant une sequence nucleotidique codant pour un ARN 
messager ARN(m), cet ARN(m) codant lui-meme pour une laccase chez les 
25 plantes, ou un fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce 

fragment codant pour un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un 
fragment d'une laccase, ou une sequence nucleotidique derivee de la sequence 
nucleotidique susmentionnee, ou derivee du fragment susmentionne, 
notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, et/ou substitution 
30 d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant pour un ARNm, 

cet ARNm codant lui-meme pour une proteine derivee d une laccase. 

Cette derniere methode fait appel au mecanisme de co-suppression. La 
co-suppression a ete observee quand des copies du gene endogene ont ete 
introduites dans le genome. Bien que le mecanisme de la co-suppression soit 
35 actuellement inconnu, une des hypotheses les plus frequemment retenue est 

que la regulation negative de l'expression du gene viendrait de la production 
d'une faible proportion d'ARN antisens derivee d'un transgene a travers une 
lecture du "mauvais" brin du transgene (Grierson et al.. Trends Biotech., 9: 
122-123). 
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A ce titre, V invention a plus particulierement pour objet un procede de 
diminution de la quantite de lignines produites par biosynthese chez les 
plantes, cc procede etant effectue par transformation du genome de ces 
plantes, en y incorporant : 
5 - au moins une sequence d'ADN selon 1' invention representee par 

SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5, ou un fragment ou une 
sequence derivee de cette derniere, tels que definis ci-dessus, 

- et, le cas echeant, au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou 
partie d'unc autre enzyme que la laccase, qui se trouve etre impliquee dans 

i<> une etape de la biosynthese des lignines chez les plantes, notamment une 

sequence d'ADN codant pour tout ou partie de la CAD, ou de la CCR, ou de 
l'OMT, 

ladite transformation etant real i see: 

- soil a L'aide d'un veeteur recombinant tei que deerit ci-dessus, 
i-*> contenant la sequence d'ADN selon 1' invention susmentionnee, ou un fragment 

ou une sequence derivee de cette derniere, tels que definis ci-dessus, et, le cas 
echeant, contenant une ou plusieurs sequence(s) d'ADN codant pour tout ou 
partie d'une enzyme autre que la laccase, telle que definie ci-dessus, 

- soit a l'aide de plusieurs vecteurs recombinants dont Tun au moins 
20 contient une sequence d'ADN selon 1' invention susmentionnee, ou un 

fragment ou une sequence d&rivee de cette derniere, tels que definis ci-dessus, 
tandis que V (ou les) autre(s) vecteur(s) recombinant(s) contien(nen)t une 
sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une enzyme autre que la 
laccase, telle que definie ci-dessus. 

25 II est important de noter que les methodes susmentionnees permettent 

d'aboutir a des plantes transformees presentant des niveaux differents de 
reduction de l'activite des laccases (selon le niveau d' insertion de la sequence 
d'ADN codant pour I'ARNm antisens, le nombre de copies de cette sequence 
d'ADN integrde dans le genome...), et done des teneurs«n lignines. 

30 Le choix des transformants permettra done une modulation controlee des 

teneurs en lignines compatible avec un developpement normal de la plante. 

D f une maniere generale, si Ton considere que la teneur moyenne 
normale en lignines d'une plante varie entre environ 15% et environ 35% en 
poids de matiere seche, la reduction de la teneur en lignines resultant de la 

35 mise en oeuvre d'un des precedes susmentionnes, est avantageusement telle 

que les plantes ainsi transformees presentent une teneur moyenne en lignines 
reduite d'au moins environ 2 a 3 % par rapport a la teneur moyenne normale 
en lignines d'une plante non transformee. 
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A titre cT illustration, la teneur en lignines d'une plante peut etre mesuree 
selon les methodes decrites par Effland (1977) dans Tappi, 60, 143-144, ou 
par Iiyama et Wallis (1990) dans J. Sci. Food Agric, 51,145-161. 

V invention vise plus particulierement ['application des precedes 
5 susmentionnes de diminution des teneurs en lignines dans les plantes, a 

l'obtention de plantes fourrageres transformees genetiquement, presentant des 
teneurs en lignines reduites par rapport aux teneurs normales en lignines chez 
ces plantes, et dont la digestibilite se trouve etre ainsi amclioree par rapport a 
ces memes plantes non transformees. 
l0 Parmi les principals plantes fourrageres susceptibles d'etre transformees 

dans le cadre de la presente invention, on peut citer: la luzerne, la fetuque, le 
mais destine a l'ensilage, etc... 

L* invention concerne egalement T application des precedes 
susmentionnes de diminution des teneurs en lignines chez les plantes, a 
15 Tobtention de plantes, et plus particulierement d'arbres, transformes 

genetiquement, presentant des teneurs en lignines reduites par rapport aux 
teneurs normales en lignines chez ces plantes, ces plantes ou arbres etant 
particulierement avantageux a utiliser dans le cadre de la production de la pate 
a papier. 

20 Un troisieme domaine potentiel d" application des precedes 

susmentionnes de regulation negative de l'expression du gene de la laccase, 
concerne la stimulation de la croissance des plantes transformees. II semble en 
effet qu'une lignification precoce et rapide soit un frein au grandissement 
cellulaire et done a la croissance des vegetaux. Ainsi la mise en oeuvre des 
25 precedes susmentionnes est susceptible de permettre pour les plantes ainsi 

transformees a lignification reduite une mcilleure croissance et done de 
meilleurs rendements. 

L' invention concerne egalement un precede d' augmentation de la 
quantite de lignines produites par biosynthese chez les plantes, ce precede 
30 etant effectue par transformation du genome de ces plantes, en y incorporant 

une sequence nucleotidique codant pour un ARN messager (ARNm), cet 
ARNm codant lui-meme pour une laccase chez les plantes, ou un fragment de 
la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment codant pour un ARNm, 
cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase, ou une sequence 
35 nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou derivee 

du fragment susmentionne, notamment par mutation et/ou addition, et/ou 
suppression, et/ou substitution d f un ou plusieurs nucleotides, cette sequence 
derivee codant pour un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour une proteine 
derivee d'une laccase. 
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A ce titre, V invention concerne plus particulierement un procede 
d' augmentation de la quantite de lignines produites par biosynthese chez les 
plantes, ce procede etant effectue par transformation du genome de ces 
plantes, en y incorporant : 
5 - au moins une sequence d'ADN selon 1' invention representee par 

SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5, ou un fragment ou une 
sequence derivee de cette derniere, tels que definis ci-dessus, 

- et, Ie cas echeant, au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou 
partie d'une autre enzyme que la laccase, qui se trouve etre impliquee dans 

10 une etape de la biosynthese des lignines chez les plantes, notamment une 

sequence d'ADN codant pour tout ou partie de la CAD, et/ou de la CCR, 
et/ou de I'OMT, 

iadite transformation etant realisee: 

- sort a i'aide d'un vecieur recombinant lei que decrii ci-dessus, 
>5 contenant la sequence d'ADN selon 1' invention susmentionnee, ou un fragment 

ou une sequence derivee de cette derniere, tels que definis ci-dessus, et, Ie cas 
echeant, contenant une ou plusieurs sequence(s) d'ADN codant pour tout ou 
partie d'une enzyme autre que la laccase, telle que definie ci-dessus, 

- soit a I'aide de plusieurs vecteurs recombinants dont Tun au moins 
20 contient une sequence d'ADN selon l'invention susmentionnee, ou un 

fragment ou une sequence derivee de cette derniere, tels que definis ci-dessus, 
tandis que V (ou les) autre(s) vecteur(s) recombinant(s) contien(nen)t une 
sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une enzyme autre que la 
laccase, telle que definie ci-dessus. 

25 D'une maniere generate, toujours si Ton considere que la teneur 

moyenne normale en lignines d'une plante varie entre environ 15% et environ 
35% en poids de matiere seche, V augmentation de la teneur en lignines 
resultant de la mise en oeuvre du procede susmentionne, est avantageusement 
telle que les plantes ainsi transformees presentent une teneur moyenne en 

30 lignines augmentee d'au moins environ 2 a 5 % par rapport a la teneur 

moyenne normale d'une plante non transformer 

L' invention vise plus particulierement I'application du procede 
susmentionne d' augmentation des teneurs en lignines dans les plantes (encore 
designe procede de surexpression du gene de la laccase), a l'obtention de 

35 plantes transformees gen6tiquement, presentant des teneurs en lignines 

augmentees par rapport aux teneurs normales en lignines chez ces plantes, et 
dont les proprietes de resistance a des attaques de I'environnement, notamment 
a des attaques parasitaires, se trouvent etre ainsi ameliorees par rapport a ces 
memes plantes non transformees. II est particulierement avantageux dans ce 
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dernier cas, d'utiliser en association avec le gene de la laccase, ou une 
sequence derivee, dans les vecteurs susmentionnes, dcs promoteurs specifiques 
particulierement exprimes dans les tissus de surface et/ou en reponsc a la 
blessure. 

5 Par ailleurs, I* invention concerne egalement l'application du procede 

susmentionne de surexpression du gene de la laccase, a T amelioration de la 
croissance des plantes ainsi transformees genetiquement, notamment dans 
certains domaines tels que 1* horticulture ou 1' arboriculture, ou il est 
souhaitable d'obtenir des plantes de dimension reduitc. 
10 Enfin, les cycles benzeniques de la lignine ont une plus grande energie 

intrinseque que les chaines aliphatiques des residus glucose de la cellulose. 
Ainsi, laugmentation de la proportion de lignines chez les vegetaux utilises 
comme combustibles, selon le procede susmentionne de 1' invention, permet 
d'ameliorer le potentiel energetique de ces vegetaux combustibles ainsi 
15 transformes. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de modification 
de la composition, et done des caracteristiques physicochimiques, des lignines 
produites par les plantes transformees, par rapport aux lignines normalement 
produites chez ces plantes, ledit procede comprenant une etape de 
20 transformation de cellules de ces plantes a l'aide d'un vecteur contenant : 

- une sequence nucleotidique codant pour un ARN messager (ARNm), 
cet ARNm codant lui-meme pour une laccase chez les plantes, ou un fragment 
de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment codant pour un 
ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase, ou une 
25 sequence nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, 

ou derivee du fragment susmentionne, notamment par mutation et/ou addition, 
et/ou suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette 
sequence derivee codant pour un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour 
une proteine derivee d'une laccase, ou 
30 - une sequence nucleotidique compiementaire d'une sequence 

nucleotidique codant pour un ARNm codant lui-meme pour une laccase chez 
les plantes, ou compiementaire d'un fragment d'une sequence nucleotidique 
codant pour ledit ARNm, ou compiementaire d'une sequence nucleotidique 
derivee, soit d'une sequence nucleotidique codant pour ledit ARNm, soit d'un 
35 fragment de cette derniere, cette sequence compiementaire codant pour une 

sequence nucleotidique antisens (encore designee ARNm antisens) susceptible 
de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 

ladite transformation etant effectuee notamment a l'aide d'un vecteur tel 
que decrit ci-dessus. 
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S'agissant des techniques de transformation utilisees pour la mise en 
oeuvre d'un des procedes decrits ci-dessus de V invention, on aura 
avantageusement recours aux techniques suivantes: 

A) La technologie de transformation par 1* intermediate du plasmide Ti 
d' Agrobacterium tumefaciens decrite par Be van (1984) Nucleic Acid Research, 
12: 8711-8721. Elle fait appel essentiel lenient a la methode de co-culture, et 
fait intervenir une co-transformation avec un gene de selection pour pouvoir 
reperer les transformants. 

Elle est particulierement applicable aux dicotyledones, ex.: tabac, 
luzerne, colza. 

B) La technique de transfer! direct de genes par biolistique decrite en 
detail par (Zumbrum et al., 1989, Technique 1, 204-216; Sanford et al., 1991, 
Technique 3, 3-16). 

Cette technique implique F association de I'A-DN recombinant salon 
T invention a des microparticules d'or ou de tungstene qui sont propulsees a 
l'aide d ! un canon a particules sur lc tissu a transformer. Elle sera 
particulierement appliquee a la transformation d'especes refractaires aux 
agrobacteries. 

Dans les deux cas susmentionnes, la verification de la presence de 
1'ADN recombinant selon 1' invention sera realisee par des experiences 
d'hybridation de type Southern et d* amplification genique (polymerase chain 
reaction), a l'aide de sondes et d'amorces oligonucleotidiques issues 
notamment de la sequence SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5. 

L' invention concerne egalement les cellules de plantes transformees par 
un vecteur selon T invention, notamment par les techniques decrites ci-dessus, 
et comprenant une sequence d'ADN selon T invention integree de fa?on stable 
dans leur genome. 

V invention vise egalement les plantes transformees telles qu'obtenues 
par culture des cellules transformees susmentionnees. 

Les plantes transformees peuvent etre ensuite propagees par voie 
sexuelle ou par voie vegetative in vitro ou in natura. 

L f invention a egalement pour objet les fragments de plantes, notamment 
fruits, semences, pollen, transformes par incorporation dans leur genome 
d'une sequence d'ADN selon l'invention, a Taide des vecteurs recombinants 
susmentionnes. 

L'invention concerne egalement les anticorps diriges contre les 
polypeptides recombinants de l'invention, et plus particulierement ceux diriges 
contre les laccases recombinantes, ou fragments de laccases, susmentionnes. 
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De tels anticorps peuvent etre oblenus par immunisation cTun animal 
avec ces polypeptides suivie de la recuperation des anticorps formes. 

II va dc soi que cette production n'est pas limitee aux anticorps 
polyclonaux. 

5 EHe s'applique encore a tout anticorps monoclonal produit par tout 

hybridome susceptible d'etre forme, par des methodes classiques, a partir des 
cellules spleniques d'un animal, notamment de souris ou de rat, immunises 
contre Tun des polypeptides purifies de 1'invention d'une part, et des cellules 
d'un myelome approprie d'autre part, et d'etre selectionne, par sa capacitc a 

10 produire des anticorps monoclonaux reconnaissant le polypeptide 

susmentionne initialement mis en oeuvre pour V immunisation des animaux. 

L' invention vise egalement 1' utilisation des anticorps susmentionnes 
diriges contre les polypeptides recombinants de 1' invention, pour la mise en 
oeuvre d'une methode de detection ou de dosage des laccases chez les plantes, 

15 a partir d'echantillons preleves chez ces dernieres. 

L* invention sera davantage illustree a Taide de la description detaillee 
qui suit du clonage de 1'ADNc codant pour la laccase de tabac, et de la 
construction de plasmides contenant des sequences nucleotidiques de 
1' invention. 

20 1) Clonage de 1" ADNc codant pour la laccase de tabac 

line banque d'ADNc provenant de tiges de tabac (Nicotiana tabacum cv 
Samsun), construite dans le site EcoRI du vecteur X ZAPII (Stratagenc, 
Cambridge, U.K.), a ete criblee a Taide d'une sonde heterologue de laccase de 
sycomore. Cette sonde correspond a la sequence d f un ADNc de 435 paires de 
25 base (pb) publiee par Delaunay et al. (1994), codant pour une partie de la 

laccase susmentionnee et recouvrant Textremite 3' de la sequence d'ADNc 
(comprenant une zone codant pour une proteine avec deux regions conservees 
de fixation du cuivre) publiee par La Fayette et al. (1995). 

Environ 400.000 plages de lyse ont ete criblees et quatre clones positifs 
30 ont ete detectes. Apres excision du phage XZAPII dans le plasmide pBluescript 

(SK-) in vivo, ces clones ont et6 examines. 

La taille approximative de T insert des quatre clones (pTLl-4) varie 
d' environ 700 pb a 2000 pb. 

Une analyse preliminaire a l'aide d'enzymes de restriction de ces clones, 
35 a permis de montrer que deux d'entre eux (pTLl et pTL3) contiennent le 

meme insert (egalement confirme par sequen?age partiel de ces clones). 

Les trois clones pTL2, pTL3 et pTL4 ont ete davantage caracterises par 
sequengage. 
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Parmi les trois clones analyses, celui possedam 1' insert de plus grande 
taille, a savoir pTL3, contient un ADNc codant pour une laccase complete. 
L'insert PTL3 est long de 1984 pb (SEQ ID NO 1) et est constitue d'une 
region non traduite de 81 pb en 5\ d'une phase de lecture ouverte codant pour 
une laccase de 1674 pb, et d'une region non codante de 229 pb en 3\ 

Les deux autres ADNc des clones pTL2 et pTL4 sont longs de 1512 pb 
(SEQ ID NO 2) et 630 (SEQ ID NO 3) respectivemenl, et correspondent a des 
sequences partielles ne contenant pas la region codant pour la partie N- 
terminale de la laccase. Toutefois, les clones pTL2, -3 et -4 contiennent des 
sequences d'ADNc codant des laccases differentes, puisque leurs sequences 
sont differentes dans les regions se chevauchant. La sequence deduite en 
acides amines de la sequence nucleotidique de l'insert de pTL3 est identique a 
89 % aux sequences en acides amines derivees de pTL2 et pTL4 qui 
prescntent 95 % d'identite entre elles. Les trois sequences d'ADNc ont 
egalement des regions non codantes en 3* differentes. 

L'insert d'ADNc de pTL3 code pour un polypeptide de 557 acides 
amines (61,9 kDa) avec un point isoelectrique (pi) de 10,08. 

La proteine deduite possede douze sites de N-glycosylation possibles 
(Asn-Xaa-Ser/Thr). La region hydrophobe N-terminale de 22 acides amines 
represente vraisemblablement le peptide signal, comme le laisse suggerer la 
comparaison avec la sequence de la laccase de sycomore. La scission de ce 
peptide signal doit avoir lieu entre les residus Lys en position 22 et Arg en 
position 23 selon les regies de Von Heijne (Von Heijne, 1986). En 
consequence, la proteine mature contient 535 acides amines (59,4 kDa). 

La comparaison de la sequence entiere en acides amines deduite de la 
sequence de pTL3 avec la sequence en acides amines deduite de la laccase de 
sycomore (Acer pseudoplatanus) (La Fayette et al., 1995) indique que ces 
deux proteines ont 48 % d'identite, cette identite etant meme super ieu re (60 
%) lorsque les 100 acides amines C-terminaux sont consideres. 

Cette region C-terminale contient deux sites potentiels de fixation du 
cuivre. 

La sequence de la laccase de tabac a egalement ete comparee avec 
d' autres oxydases a cuivre trouvees dans les banques de donnees. Parmi ces 
proteines, eel les ayam presente la plus grande homologie sont les ascorbate 
oxydases de concombre et de tabac avec 36 % et 34 % d'identite 
respectivement, par utilisation du programme BESTFIT (Genetics Computer 
Group, Wisconsin Package, Version 8). 

Des comparaisons similaires ont ete effectuees avec les laccases 
fongiques; 31 % et 28 % d'identite en acides amines ont ete trouves avec les 
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sequences deduites respectivement de Cryptococcus neoformans et Neurospora 
crassa. 

Dans chaque cas, des regions conservees dans la sequence peptidique de 
la laccase du tabac ont ete identifiees, ces regions etant tres similaires aux sites 
de fixation du cuivre conservees parmi les oxydases a cuivre (Ohkawa et al., 
1989 ; Messerschmidt and Huber, 1990). 

2) Construction de plasmides contenant des sequences nucleotidiques de 
1' invention 

Le plasmide pBKTL8 (voir figure 1) a ete congu pour sur-exprimer un 
gene codant pour une laccase; il a ete realise a partir de SEQ ID NO 1, a 
savoir a partir d'une sequence complete d'ADNc codant une laccase de tabac 
(sequence codante et extremites 5' et 3 1 non codantes de T ADNc). 

Le plasmide pMBKTL (voir figure 2) correspond au plasmide pBKTL8 
presente dans la Figure 1 dans lequel le site de restriction Ncol situe en amont 
de la sequence codant la laccase de tabac, a ete elimine. 

Le plasmide pNKTL (voir figure 3) a ete con?u pour sur-exprimer un 
gene codant pour une laccase; il a ete realise a partir de la sequence d'ADNc 
codant une laccase de tabac delimitee par les nucleotides situes aux positions 
82 et 1755 de SEQ ID NO 1 (clonage de la region codante uniquement). 

Les plasmides pHSl et pHS16 (voir figure 4) ont ete con?us pour 
diminuer I' expression du (des) gene(s) codant pour la (les) laccase(s); ils ont 
ete realises a partir d'une sequence partielle d'ADNc codant une laccase de 
tabac, a savoir la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 
292 et 1766, qui a ete donee en orientation sens dans le cas du plasmide 
pHS16 et en orientation antisens dans le cas du plasmide pHSl . 

Le plasmide pES22 (voir figure 5) a ete con?u pour diminuer 
1' expression du (des) gene(s) codant pour la (les) laccase(s); il a ete realise a 
partir de SEQ ID NO 1, a savoir a partir d'une sequence complete d'ADNc 
codant une laccase de tabac (sequence codante et extremites 5' et 3' non 
codantes de l'ADNc) qui a ete clonee en orientation antisens. 

Le detail pour la construction de ces plasmides est indique dans les 
legendes des figures 1 a 5 qui suivent. 



WO 97/45549 



25 

Legende des figures 
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- Figure 1 : Preparation du plasmide pBKTL8 

a) Representation schematique du fragment d'ADNc contenu dans le 
plasmide pTL3 

La sequence d'ADNc codant pour une laccase de tabac est indiquee en 
blanc. Les extremites 5' et 3' non codantes de l'ADNc sont signalees en noir. 
L* insertion d'ADNc a ete liberee par digestion par les enzymes dc restriction 
Smal et KpnI. 

b) Representation schematique de ia cassette d'expression du vecteur de 
clonage pMJBx 

CaMV 35S : sequences augmentant la transcription ("enhancer") et 
promoteur de TARN 35S du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV); Q : 
element omega du virus de la mosaique du tabac (T-M-V); -nos-3* : region de 
terminaison du gene codant la nopaline synthase; le site de multiclonagc est 
signale en noir. 

c) Representation schematique de la cassette d'expression contenue dans 
le plasmide pBKl 

Le plasmide pBKl a ete obtenu par clonage du fragment d'ADNc Smal- 
KpnI provenant de pTL3 (voir a) dans le plasmide pMJBx (voir b) digere par 
les enzymes de restriction BamHI (digestion suivie d'un traitement par le 
fragment Klenow de TADN polymerase I afin de generer une extremite a 
bouts francs) et KpnI. 

d) Representation schematique des fragments de restriction issus du 
plasmide pBKl et utilises pour le clonage dans le vecteur binaire 

- apres digestion par les enzymes Hindlll et Xbal (en haut) 

- apres digestion par T enzyme Xbal (en bas) 

e) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur binaire 
pBinl9i 

RB : region de bordure droite du T-DNA (right border); nos promoter : 
sequence promoteur du gene codant la nopaline synthase; nptll CDS : 
sequence codante du gene de resistance a la kanamycine; nos3' : sequence de 
terminaison du gene codant la nopaline synthase; LB : region de bordure 
gauche du T-DNA (left border); le site de multiclonage est signale en noir. 

f) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur de 
transformation pBKTL8 

Le vecteur de transformation pBKTL8 a ete obtenu par clonage de la 
cassette d'expression contenue dans le plasmide pBKl (voir c) dans le vecteur 
binaire pBinl9i (voir e). Ce clonage a ete realise en deux etapes : le fragment 
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HindHI-Xbal issu de pBKl (voir d) a tout d'abord etc insere dans le plasmide 
pBinl9i digere par les enzymes Hindlll et Xbal puis le plasmide resultant a ete 
ensuite linearise par digestion par T enzyme Xbal aftn dc doner dans un 
second temps le fragment Xbal- Xbal (voir d). 



- Figure 2 : Preparation du plasmide pMBKTL 

a) Representation schematique de la cassette d' expression contenue dans 
le plasmide pBKl 

Le plasmide pBKl a ete obtenu par clonage du fragment d'ADNc Smal- 
Kpnl provenant de pTL3 dans le plasmide pMJBx (voir figure lc). Le site de 
restriction Ncol indesirable est signale. 

b) Representation schematique de la cassette d' expression contenue dans 
le plasmide pMBK41 

Le plasmide pMBK41 derive du plasmide pBKl qui a ete modifie afin 
d'eliminer le site de restriction Ncol. Pour obtenir le plasmide pMBK41, le 
plasmide pBKl a ete linearise par digestion par T enzyme Ncol puis le site dc 
restriction Ncol a ete detruit par une digestion par la nuclease Mung Bean et le 
plasmide a ete referme sur lui-meme. La position du site Ncol elimine est 
indiquee. 

c) Representation schematique de la cassette d 1 expression contenue dans 
le plasmide pBMK41 

Le plasmide pMBK41 a ete digere par Tenzyme de restriction Xhol afin 
de liberer un fragment correspondant aux sequences omega et de TADNc 
codant la laccase de tabac (voir d). Les sites Xhol sont signales. 

d) Representation schematique du fragment de restriction genere par 
digestion du plasmide pMBK41 par Tenzyme Xhol et utilise pour le clonage 
dans le vecteur binaire 

e) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur de 
transformation pBKTL8 

La construction du plasmide pBKTL8 a ete decrite dans la figure 1 . Les 
sites de restriction Xhol presents dans ce plasmide sont indiques. Le site Ncol 
est egalement signale. pBKTL8 a ete digere par Tenzyme Xhol afin d'eliminer 
une region correspondant aux sequences omega et de TADNc de laccase de 
tabac pour la remplacer par la region equivalente mais ne contenant plus le site 
35 de restriction Ncol et provenant de pMBK41 (voir c et d). Lc schema suivant 

(f) presente le nouveau plasmide obtenu. 

0 Representation schematique de la region T-DNA du vecteur de 
transformation pMBKTL 
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Le vecteur de transformation pMBKTL a ete obtenu par le remplacemenl 
d'un fragment de restriction Xhol-Xhol contenant une region correspondant 
aux sequences omega et dc l'ADNc codant la laccase dc tabac du plasmide 
pBKTL8 (voir e) par un fragment equivalent provenant du plasmide pMBK41 
(voir c et d). pMBKTL differe de pBKTL8 uniquement par Tabsence d'un site 
de restriction NcoL 



- Figure 3 : Preparation du plasmide pNKTL 

a) Representation schematique du fragment d'ADNc contenu dans le 
plasmide pTL3 et des amorces utilisees pour ramplification par PCR de la 
sequence codante 

La sequence d'ADNc codant pour une laccase de tabac est indiquee en 
blanc. Les extremites 5' et 3 1 non codantes de l'ADNc sont signalees en noir. 
La position des amorces utilisees pour amplifier par PGR la region 
correspondant a la sequence codant la laccase de tabac est indiquee. Ces 
amorces ont ete definies de telle sorte qu'elles permettent d'introduire des sites 
de restriction Ncol (au niveau du codon ATG de debut de traduction) et Kpnl 
aux extremites 5' et 3' respectivement, du produit d' amplification PCR. 

b) Representation schematique du produit d' amplification PCR obtenu a 
partir du plasmide pTL3 

c) Representation schematique de la cassette d'expression du vecteur de 
clonage pMJBl 

CaMV 35S : sequences "enhancer" et promoteur de TARN 35S du virus 
de la mosai'que du chou-fleur (CaMV); Q : element omega du virus de la 
mosa'ique du tabac (TMV); nos3' : region de terminaison du gene codant la 
nopaline synthase; le site de multiclonage est signale en noir. 

d) Representation schematique de la cassette d'expression contenue dans 
le plasmide pNK8 

Le plasmide pNK8 provient du clonage du produit d' amplification PCR 
obtenu a partir de pTL3, digere par les enzymes de restriction Ncol et Kpnl 
(voir a et b) et insere dans le plasmide pMJBl (voir c) digere par les memes 
enzymes. 

La majeure partie des sequences provenant de 1' amplification PCR a 
ensuite ete eliminee du plasmide pNK8 afin d'eviter la presence d'eventuelles 
erreurs de sequence. Ceci a ete realise par le remplacement de la region 
correspondant au fragment de restriction obtenu par digestion par les enzymes 
BsmI et Xbal par la region equivalente provenant du plasmide pTL3 d'origine 
(voir e). 
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e) Representation schematique du fragment d'ADNc contenu dans le 
plasmide pTL3 

La sequence d'ADNc codant pour une laccase de tabac est indiquee en 
blanc. Les extremites 5' et 3" non codantes de 1'ADNc sont signalees en noir. 
La position des sites de restriction Bsml et Xbal est indiquee. 

f) Representation schematique de la cassette d" expression contenue dans 
le plasmide pBX3 

Le plasmide pBX3 a ete obtenu a partir du plasmide pNK8 par le 
remplacement d'une region delimitee par les sites de restriction Bsml et Xbal 
par la region equivalente provenant du plasmide pTL3 d'origine. Les regions 
issues de 1' amplification PCR sont indiquees en noir et ont ete verifiees par 
sequencage alors que les sequences provenant de I'ADNc d'origine sont 
representees en blanc. 

g) Representation schematique de la cassette d' expression contenue dans 
le plasmide pBX3 et des fragments de restriction utilises pour le clonage dans 
le vecteur binaire 

Les regions issues de 1' amplification PCR sont indiquees en noir alors 
que les sequences provenant de I'ADNc d'origine sont representees en blanc. 

Afin de doner la cassette d 'expression contenue dans le plasmide pBX3 
dans le vecteur binaire pJRIRi, pBX3 a ete digere par les enzymes de 
restriction Hindlll et EcoRI generant deux fragments de restriction : Ilindlll- 
EcoRI et EcoRI-EcoRI qui ont ete clones en deux etapes dans le vecteur 
binaire. 

h) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur binaire 
pJRIRi 

LB : region de bordure gauche du T-DNA (left border); nos3' : 
sequence de terminaison du gene codant la nopaline synthase; CaMV 35S : 
sequences "enhancer" et promoteur de TARN 35S du virus de la mosaique du 
chou-fleur (CaMV); nptll CDS : sequence codante du gene de resistance a la 
kanamycine; nos promoter : sequence promoteur du gene codant la nopaline 
synthase; RB : region de bordure droite du T-DNA (right border). 

i) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur de 
transformation pNKTL 

Le vecteur dc transformation pNKTL a ete obtenu par clonage de la 
cassette d'expression contenue dans le plasmide pBX3 (voir g) dans le vecteur 
binaire pJRIRi (voir h). Ce clonage a ete realise en deux etapes : le fragment 
HindlH-EcoRI issu de pBX3 (voir g) a tout d'abord ete insere dans le plasmide 
pJRIRi digere par les enzymes Hindlll et EcoRI puis le plasmide resultant a 
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etc ensuite linearise par digestion par l'enzyme EcoRI afin de doner dans un 
second temps le fragment EcoRI-EcoRI (voir g). 



- Figure 4 : Preparation des plasmides pHSl et pHS16 
5 a) Representation schematique du fragment d'ADNc contenu dans le 

plasmide pTL3 

La sequence d'ADNc codant pour une laccase de tabac est indiquee en 
blanc. Les extremites 5' et 3' non codantes de TADNc sont signalees en noir. 
Un fragment d'ADNc correspondant a une sequence partielle d'ADNc codant 
10 pour une laccase de tabac a ete obtenu par digestion du plasmide pTL3 par les 

enzymes de restriction Hindll et Stul. La position de ces sites de restriction est 
indiquee. 

b) Representation schematique du fragment de restriction genere par 
digestion du plasmide pTL3 par les enzymes Hindll et Stul et utilise pour ie 

15 clonage dans le vecteur binaire 

c) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur binaire 
pJRIRi 

RB : region de bordure droite du T-DNA (right border); nos promoter : 
sequence promoteur du gene codant la nopal ine synthase; nptll CDS : 
20 sequence codante du gene de resistance a la kanamycine; nos3* : sequence dc 

terminaison du gene codant la nopalinc synthase; CaMV 35S : sequences 
"enhancer" et promoteur de TARN 35S du virus de la mosaique du chou-fleur 
(CaMV); LB : region de bordure gauche du T-DNA (left border); le site dc 
multiclonage est signale en noir. 
25 d) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur de 

transformation pHS16 

Le vecteur de transformation pHS16 a ete obtenu par clonage du 
fragment d'ADNc Hindll-StuI provenant de pTL3 (voir a et b) dans le vecteur 
binaire pJRIRi (voir c) linearise par digestion par 1'enzyme de restriction 
30 Smal. La sequence d'ADNc est inseree en orientation sens. 

e) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur de 
transformation pHSl 

Le vecteur de transformation pHSl a ete obtenu par clonage du fragment 
d'ADNc Hindll-StuI provenant de pTL3 (voir a et b) dans le vecteur binaire 
35 pJRIRi (voir c) linearise par digestion par 1'enzyme de restriction Smal. La 

sequence d'ADNc est inseree en orientation antisens. 
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- Figure 5 : Preparation du plasmide pES22 

a) Representation schematique du fragment d'ADNc contenu dans le 
plasmide pTL3 

La sequence d'ADNc codant pour une laccase de tabac est indiquee en 
5 blanc. Les extremites 5' et 3' non codantes de I'ADNc sont signalees en noir. 

L' insertion d'ADNc a etc liberee par digestion par les enzymes de restriction 
Smal et EcoRV. 

b) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur binaire 
pJRIRi 

io RB : region de bordure droite du T-DNA (right border); nos promoter : 

sequence promoteur du gene codant la nopaline synthase; nptll CDS : 
sequence codante du gene de resistance a la kanamycine; nos3' : sequence de 
terminaison du gene codant la nopaline synthase; CaMV 35S : sequences 
"enhancer" et promoteur de TARN 35S du virus de la mosaique du chou-fleur 

15 (CaMV); LB : region de bordure gauche du T-DNA (left border); le site de 

mulliclonage est signale en noir. 

c) Representation schematique de la region T-DNA du vecteur de 
transformation pES22 

Le vecteur de transformation pES22 a ete obtenu par clonage du 
20 fragment d'ADNc Smal-EcoRV provenant de pTL3 (voir a) dans le vecteur 

binaire pJRIRi (voir b) linearise par digestion par l'enzyme de restriction 
Smal. La sequence d'ADNc est inseree en orientation antisens. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERATE: 
(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

(B) RUE : 3, rue Michel -Ange 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 7 5016 PARIS 

(ii) TITRE DE L * INVENTION: SEQUENCES D'ADN CODANT POUR DES LACCASES , 
ET LEURS APPLICATIONS DANS LE DOMAINE DE LA REGULATION DES 
TENEURS EN LIGNINES DES PLANTES . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 6 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

<C) SYSTEME D' EXPLOITATION : PC -DOS /MS - DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1984 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM /CLE : CDS 

(B) EMPLACEMENT : 82.. 1752 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 1: 

CAGAAAATCA TTTCAATTCG TTCTCTATAG CACAATTGTA AATAGAAGTC CAATTGCAGA 6 

AATTTCAAGA AAGAGACAAA A ATG AAC TCT TGG ATT CGT CTT TTC ATA GTA 11 

Met Asn Ser Trp lie Arg Leu Phe lie Val 
l 5 10 

TTG GCA GCT TGT CTT TTT CCT CTT GTC GTT GAA TGC AGG ATT CGA CAT 15 
Leu Ala Ala Cys Leu Phe Pro Leu Val Val Glu Cys Arg lie Arg His 
15 20 25 

TAC AAG TTC AAT GTG GTA ATG AAG AAC ACG ACT CGC CTT TGT TCA TCC 2C 
Tyr Lys Phe Asn Val Val Met Lys Asn Thr Thr Arg Leu Cys Ser Ser 
30 35 40 
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AAG CCC ATT GTT ACT GTT AAT GGA AAA TTT CCA GGA CCT ACA ATC TAT 25 5 

Lys Pro lie Val Thr Val Asn Gly Lys Phe Pro Gly Pro Thr He Tyr 
45 50 55 

5 GCT CGG GAA GGT GAC ACA GTA CTT GTC AAA GTT GTT AAC CAT GTC AAG 303 
Ala Arg Glu Gly Asp Thr Val Leu Val Lys Val Val Asn His Val Lys 
60 65 70 

TAT AAT CTC TCT ATC CAT TGG CAT GGT ATT AGA CAA CTT AGA ACA GGT 351 
10 Tyr Asn Leu Ser He His Trp His Gly He Arg Gin Leu Arg Thr Gly 
75 80 85 90 

TGG GCA GAT GGA CCA GCA TAC ATC ACA CAA TGT CCA ATT CAG CCA GGG 3 99 

Trp Ala Asp Gly Pro Ala Tyr He Thr Gin Cys Pro He Gin Pro Gly 
15 95 100 105 

CAA AAC TAT GTG TAT AAC TTC ACT ATT ACA GGC CAA AGG GGT ACA CTA 44 7 

Gin Asn Tyr Val Tyr Asn Phe Thr He Thr Gly Gin Arg Gly Thr Leu 
110 115 120 

20 

TTT TGG CAT GCT CAT ATT TTG TGG CTA AGG GCC ACT GTT CAT GGT GCA 4 95 

Phe Trp His Ala His He Leu Trp Leu Arg Ala Thr Val His Gly Ala 
125 130 135 

25 ATT GTT ATC TTG CCT AAC CTT GGA GTG CCT TAT CCA TTC CCT AAA CCC 54 3 

He Val He Leu Pro Asn Leu Gly Val Pro Tyr Pro Phe Pro Lys Pro 
140 145 150 

AAC CAC GAA GCT GTC GTG ATC CTA GCT GAA TGG TGG AAA TCT GAT ACC 5 91 

30 Asn His Glu Ala Val Val He Leu Ala Glu Trp Trp Lys Ser Asp Thr 

155 - 160 - 165 1-7-0- 

GAA GCT GTG ATT AAT GAA GCC ATA AAA TCA GGA TTA GCC CCT AAT GTT 63 9 

Glu Ala Val He Asn Glu Ala He Lys Ser Gly Leu Ala Pro Asn Val 
35 175 180 185 

TCT GAT GCT CAC ACT ATT AAT GGT CAT CCG GGA CCC GTC TCA AAT TGC 687 
Ser Asp Ala His Thr He Asn Gly His Pro Gly Pro Val Ser Asn Cys 
190 195 200 

40 

GCA TCA CAA GGT GGA TAC AAA TTG AAC GTT GAT CCA GGA AAA ACC TAC 73 5 

Ala Ser Gin Gly Gly Tyr Lys Leu Asn Val Asp Pro Gly Lys Thr Tyr 
205 210 215 

45 ATG TTA CGA GTC ATC AAC GCT GCG CTC AAT GAA GAA CTC TTT TTC AAA 78 3 

Met Leu Arg Val He Asn Ala Ala Leu Asn Glu Glu Leu Phe Phe Lys 
220 225 230 

ATT GCT GGC CAT AAA ATG ACA GTA GTT GAA GTT GAT GCC ACT TAC ATT 831 
50 He Ala Gly His Lys Met Thr Val Val Glu Val Asp Ala Thr Tyr He 
235 240 245 250 

AAA CCT TTC AAA ACA GAC ACA ATT GTA ATT GCT CCT GGC CAA ACA ACA 87 9 

Lys Pro Phe Lys Thr Asp Thr lie Val He Ala Pro Gly Gin Thr Thr 
55 255 260 265 
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AAT GTA ATT GTC ACT GCC AAT CAA GGT TCT GGA AAA TAC ATG GTT GCT 927 

Asn Val lie Val Thr Ala Asn Gin Gly Ser Gly Lys Tyr Met Val Ala 

270 275 280 

5 GCT TCA CCT TTT ATG GAT GCA CCA ATT GCT GTT GAT AAT GTT ACA GCA 97 5 

Ala Ser Pro Phe Met Asp Ala Pro He Ala Val Asp Asn Val Thr Ala 
285 290 295 

ATA GCC ACT TTA . CAT TAT TCT GGC ACA CAA GGA AAT AGC CAC ATT TCA 102 3 

10 He Ala Thr Leu His Tyr Ser Gly Thr Gin Gly Asn Ser His He Ser 
300 305 310 

CTT ACT AGT ACA CCA CCT AAA AAT GCC ACC CCT GTA GCC AAC ACT TTT 1071 
Leu Thr Ser Thr Pro Pro Lys Asn Ala Thr Pro Val Ala Asn Thr Phe 
15 315 320 325 330 

CTT GAT TCT TTA AGA AGC CTG AAT TCC AAA AAA TAC CCT GCT AAA GTT 1119 

Leu Asp Ser Leu Arg Ser Leu Asn Ser Lys Lys Tyr Pro Ala Lys Val 
335 340 345 

20 

CCC AAA AAA ATT GAT CAT TCC CTA TTT TTC ACG GTA GGT TTA GGG ATT 116 7 

Pro Lys Lys He Asp His Ser Leu Phe Phe Thr Val Gly Leu Gly He 
350 355 360 

25 AAT CCA TGC CCA ACT TGC AAA CAA GGT AAT GGA AGC AGA GTT GTG GCT 1215 
Asn Pro Cys Pro Thr Cys Lys Gin Gly Asn Gly Ser Arg Val Val Ala 
365 370 375 

AGT GTA AAC AAT GTT ACA TTC GTT ATG CCA ACG GTT GCC CTT TTA CAA 12 63 

30 Ser Val Asn Asn Val Thr Phe Val Met Pro Thr Val Ala Leu Leu Gin 
380 385 390 

GCA CAT TTC TTT GGG ACT AAA GGA GTT TTC ACG ACA GAT TTT CCA GCA 1311 
Ala His Phe Phe Gly Thr Lys Gly Val Phe Thr Thr Asp Phe Pro Ala 
35 395 400 405 410 

AAC CCG CCT TTT GCT TTC AAC TAT ACG GGA ACA GGA CCA ACT AAT TTG 13 59 

Asn Pro Pro Phe Ala Phe Asn Tyr Thr Gly Thr Gly Pro Thr Asn Leu 
415 420 425 

40 

GCG ACG ATG AAT GGG ACT AAG GTT TAT AGG CTG CGG TAT AAC GAT ACA 14 07 

Ala Thr Met Asn Gly Thr Lys Val Tyr Arg Leu Arg Tyr Asn Asp Thr 
430 435 440 

45 GTT CAA TTG GTT TTG CAG GAT ACT GGA ATT ATA GCC CCT GAG AAC CAT 14 5 5 

Val Gin Leu Val Leu Gin Asp Thr Gly He He Ala Pro Glu Asn His 
445 450 455 

CCA ATC CAT TTG CAT GGC TTC AAT TTT TTT CTA GTG GGT AAA GGC ATA 1503 
50 Pro He His Leu His Gly Phe Asn Phe Phe Leu Val Gly Lys Gly He 
460 465 470 

GGA AAT TTT AAT CCA AAA ACA GAT CCT AAG AAT TTT AAT CTT GTG GAT 1551 
Gly Asn Phe Asn Pro Lys Thr Asp Pro Lys Asn Phe Asn Leu Val Asp 
55 475 480 485 490 
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CCT GTT GAG AGG AAT ACA GTT GGT GTT CCT GCT GGA GGA TGG GTT GCT 15 9 9 

Pro Val Glu Arg Asn Thr Val Gly Val Pro Ala Gly Gly Trp Val Ala 
495 500 505 

5 ATA AGA TTT CGT GCT GAC AAT CCA GGA GTT TGG TTT ATG CAT TGT CAT 164 7 

lie Arg Phe Arg Ala Asp Asn Pro Gly Val Trp Phe Met His Cys His 
510 515 520 

CTA GAG ATA CAC ACA ACA TGG GGA TTG AAA ATG GCA TGG CTT GTA GAT 16 95 

10 Leu Glu lie His Thr Thr Trp Gly Leu Lys Met Ala Trp Leu Val Asp 
525 530 535 

AAT GGC AAA GGC CCA AAT GAG TCC CTT TTG CCA CCT CCT AAG GAT CTT 174 3 

Asn Gly Lys Gly Pro Asn Glu Ser Leu Leu Pro Pro Pro Lys Asp Leu 
15 540 545 550 

CCA AAA TGC TAAAATTGGA GAGGCCTTTT TTAAAGGAGT TAAATTTCAC 17 92 

Pro Lys Cys 

555 

20 

ATAGGAAGGA TAA-TGTAGGG AAAGGAGGCT GAAGACTGCA CCAAGAGAGA CAAAGAAGAA 1852 

AGGCGAGTCA AAAAGCAATG TATTCATTTT TGAGTGAAAG AGAAAAAACA TTTTTTTTCC 1912 

25 TCAG CCAAAT TTTAATAATT ATACGAGTAT TCAATGTATA CATTTTTTGA GATTGTTAAT 197 2 

GGAAGTTTGA AG 1984 

30 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) C ARACTER I S T I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 557 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

35 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Asn Ser Trp lie Arg Leu Phe lie Val Leu Ala Ala Cys Leu Phe 
15 10 15 



40 



Pro Leu Val Val Glu Cys Arg lie Arg His Tyr Lys Phe Asn Val Val 
45 20 25 30 

Met Lys Asn Thr Thr Arg Leu Cys Ser Ser Lys Pro lie Val Thr Val 
35 40 45 

50 Asn Gly Lys Phe Pro Gly Pro Thr lie Tyr Ala Arg Glu Gly Asp Thr 
50 55 60 

Val Leu Val Lys Val Val Asn His Val Lys Tyr Asn Leu Ser lie His 
65 70 75 80 



55 



Trp His Gly lie Arg Gin Leu Arg Thr Gly Trp Aia Asp Gly Pro Ala 
85 90 95 
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Tyr lie Thr Gin Cys Pro lie Gin Pro Gly Gin Asn Tyr Val Tyr Asn 
100 105 110 

Phe Thr lie Thr Gly Gin Arg Gly Thr Leu Phe Trp His Ala His lie 
5 115 120 125 

Leu Trp Leu Arg Ala Thr Val His Gly Ala lie Val lie Leu Pro Asn 
130 135 140 

10 Leu Gly Val Pro Tyr Pro Phe Pro Lys Pro Asn His Glu Ala Val Val 
145 150 155 160 

lie Leu Ala Glu Trp Trp Lys Ser Asp Thr Glu Ala Val lie Asn Glu 
165 170 175 

15 

Ala He Lys Ser Gly Leu Ala Pro Asn Val Ser Asp Ala His Thr He 
180 185 190 

Asn Gly His Pro Gly Pro Val Ser Asn Cys Ala Ser Gin Gly Gly Tyr 
20 195 200 205 

Lys Leu Asn Val Asp Pro Gly Lys Thr Tyr Met Leu Arg Val He Asn 
210 215 220 

25 Ala Ala Leu Asn Glu Glu Leu Phe Phe Lys He Ala Gly His Lys Met 
225 230 235 240 

Thr Val Val Glu Val Asp Ala Thr Tyr He Lys Pro Phe Lys Thr Asp 
245 250 255 

30 

Thr He Val He Ala Pro Gly Gin Thr Thr Asn Val He Val Thr Ala 
260 265 270 

Asn Gin Gly Ser Gly Lys Tyr Met Val Ala Ala Ser Pro Phe Met Asp 
35 275 280 285 

Ala Pro He Ala Val Asp Asn Val Thr Ala lie Ala Thr Leu His Tyr 
290 295 300 

40 Ser Gly Thr Gin Gly Asn Ser His He Ser Leu Thr Ser Thr Pro Pro 
305 310 315 320 

Lys Asn Ala Thr Pro Val Ala Asn Thr Phe Leu Asp Ser Leu Arg Ser 
325 330 335 

45 

Leu Asn Ser Lys Lys Tyr Pro Ala Lys Val Pro Lys Lys He Asp His 
340 345 350 

Ser Leu Phe Phe Thr Val Gly Leu Gly He Asn Pro Cys Pro Thr Cys 
50 355 360 365 

Lys Gin Gly Asn Gly Ser Arg Val Val Ala Ser Val Asn Asn Val Thr 
370 375 380 

55 Phe Val Met Pro Thr Val Ala Leu Leu Gin Ala His Phe Phe Gly Thr 
385 390 395 400 
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Lys Gly Val Phe Thr Thr Asp Phe Pro Ala Asn Pro Pro Phe Ala Phe 
405 410 415 

Asn Tyr Thr Gly Thr Gly Pro Thr Asn Leu Ala Thr Met Asn Gly Thr 
420 425 430 

Lys Val Tyr Arg Leu Arg Tyr Asn Asp Thr Val Gin Leu Val Leu Gin 
435 440 445 

Asp Thr Gly lie lie Ala Pro Glu Asn His Pro lie His Leu His Gly 
450 455 460 

Phe Asn Phe Phe Leu Val Gly Lys Gly lie Gly Asn Phe Asn Pro Lys 
465 470 475 480 

Thr Asp Pro Lys Asn Phe Asn Leu Val Asp Pro Val Glu Arg Asn Thr 
485 490 495 

Val Gly Val Pro Ala Gly Gly Trp Val Ala lie Arg Phe Arg Ala Asp 
500 505 510 

Asn Pro Gly Val Trp Phe Met His Cys His Leu Glu lie His Thr Thr 
515 52 0 525 

Trp Gly Leu Lys Met Ala Trp Leu Val Asp Asn Gly Lys Gly Pro Asn 
530 535 540 

Glu Ser Leu Leu Pro Pro Pro Lys Asp Leu Pro Lys Cys 
545 550 555 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1512 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl£ique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTER I ST I QUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..1227 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 3: 

CAT CCA TTC CCC AAA CCC AAC CAT GAA GCT GTC GTT GTT TTA GCT GAA 4 

His Pro Phe Pro Lys Pro Asn His Glu Ala Val Val Val Leu ,Ala Glu 
15 10 15 

TGG TGG AAA TCG GAT ACT GAA GCT GTG ATT AAT GAA GCT CTA AAA TCA 9 

Trp Trp Lys Ser Asp Thr Glu Ala Val He Asn Glu Ala Leu Lys Ser 
20 25 30 



GGT TTA GCC CCC AAT GTT TCC GAT GCT CAC ACA ATC AAT GGT CAT CCT 
Gly Leu Ala Pro Asn Val Ser Asp Ala His Thr He Asn Gly His Pro 
35 40 45 
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GGA CCA GTT TCC AAT TGT CCG ACC CAA GGT GGA TAC AGC TTG AGT GTT 192 

Gly Pro Val Ser Asn Cys Pro Thr Gin Gly Gly Tyr Ser Leu Ser Val 
50 55 60 

5 

GAA CCT GGA AAA ACA TAC ATG TTA CGA GTG ATC AAT GCT GCG CTC AAT 24 0 

Glu Pro Gly Lys Thr Tyr Met Leu Arg Val He Asn Ala Ala Leu Asn 
65 70 75 80 

10 GAA GAA CTC TTC TTT AAG ATT GCT GGC CAC AAA ATG ACT GTA GTT GAA 288 
Glu Glu Leu Phe Phe Lys He Ala Gly His Lys Met: Thr Val Val Glu 

85 90 95 

GTG GAT GCC ACT TAC GTA AAA CCC TTC AAA ACA GAC ACA ATT GTA ATC 3 36 

15 Val Asp Ala Thr Tyr Val Lys Pro Phe Lys Thr Asp Thr He Val He 
100 105 110 

GCC CCT GGC CAA ACA ACA AAT GTT ATA GTA ACT GCT GAT CAG AGT TTC 3 84 

Ala Pro Gly Gin Thr Thr Asn Val He Val Thr Ala Asp Gin Ser Phe 
20 115 120 125 

GGA AAA TAT ATG GTT GCT GCT TCT CCC TTT ATG GAC GCT CCT ATC GCC 4 32 

Gly Lys Tyr Met Val Ala Ala Ser Pro Phe Met Asp Ala Pro He Ala 

130 135 140 

25 

GTC GAC AAT ATC ACG GCC ACC GCC ACG TTG CAT TAT TCC GGC GCA CTA 4 80 

Val Asp Asn He Thr Ala Thr Ala Thr Leu His Tyr Ser Gly Ala Leu 

145 150 155 160 

30 GGC ACT TCT CCC ACA ACT CTC ACT AGT ACT CCG CCC CAA AAC GCC ACT 52 8 

Gly Thr Ser Pro Thr Thr Leu Thr Ser Thr Pro Pro Gin Asn Ala Thr 
165 170 175 

TCA GTA GCC AAC AAT TTT CTT GAC GCT CTC AAA AGT CTT AAT TCA AAA 5 76 

35 Ser Val Ala Asn Asn Phe Leu Asp Ala Leu Lys Ser Leu Asn Ser Lys 
180 185 190 

AAA TAC CCA GCT AAA GTT CCA CAA ACT GTG GAT CAT TCG TTG TTT TTC 624 
Lys Tyr Pro Ala Lys Val Pro Gin Thr Val Asp His Ser Leu Phe Phe 
40 195 200 205 

ACT GCT GGA CTT GGA ATT AAT CCA TGT CCA ACG TGT AAA CAA GCT AAT 6 72 

Thr Ala Gly Leu Gly He Asn Pro Cys Pro Thr Cys Lys Gin Ala Asn 
210 215 220 

45 

GGC AGC AG A GTT GTC GCT AGT GTA AAT AAT GTT ACA TTT GTT ATG CCA 720 

Gly Ser Arg Val Val Ala Ser Val Asn Asn Val Thr Phe Val Met Pro 

225 230 235 240 

50 ACC GTA GCG CTT TTA CAA GCG CAT TTC TTT GGC ATA AAT GGT GTT TTC 768 
Thr Val Ala Leu Leu Gin Ala His Phe Phe Gly He Asn Gly Val Phe 
245 250 255 

ACA ACA GAT TTT CCA GCG AAT CCG CCA TTC GTT TTT AAC TAT ACT GGA 816 
55 Thr Thr Asp Phe Pro Ala Asn Pro Pro Phe Val Phe Asn Tyr Thr Gly 
260 265 270 
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ACA CCA CCA ACA AAC TTG GCT ACA ACG AAT GGG ACG AAG GTT TAT CGG 864 
Thr Pro Pro Thr Asn Leu Ala Thr Thr Asn Gly Thr Lys Val Tyr Arg 
275 280 285 

5 TTG CCT TAT AAT GCA ACA GTT CAA TTA GTT TTG CAG GAT ACT GGA ATT 912 
Leu Pro Tyr Asn Ala Thr Val Gin Leu Val Leu Gin Asp Thr Gly lie 
290 295 300 

ATA GCC CCT GAA AAC CAT CCA ATC CAT TTG CAT GGT TTC AAT TTC TTT 960 
10 lie Ala Pro Glu Asn His Pro lie His Leu His Gly Phe Asn Phe Phe 
305 310 315 320 

TTA GTG GGT AAA GGA CTA GGG AAT TTC AAT TCC AAA ACA GAC CCA AAG 1008 
Leu Val Gly Lys Gly Leu Gly Asn Phe Asn Ser Lys Thr Asp Pro Lys 
15 325 330 335 

AAT TTT AAT CTT ATT GAT CCT GTT GAA AGG AAT ACA ATT GGA GTG CCT 1056 
Asn Phe Asn Leu He Asp Pro Val Glu Arg Asn Thr He Gly Val Pro 
340 345 350 



20 



30 



TCT GGA GGA TGG GTT GCC ATA AGA TGG CTT GCT GAC AAT CCA GGA GTT 11Q4 

Ser Gly Gly Trp Val Ala He Arg Trp Leu Ala Asp Asn Pro Gly Val 
355 360 365 

TGG TTT ATG CAT TGT CAT CTA GAG GTG CAC ACA ACA TGG GGA TTG AAA 1152 

Trp Phe Met His Cys His Leu Glu Val His Thr Thr Trp Gly Leu Lys 
370 375 380 

ATG GCA TTC CTT GTA GAT AAT GGC AAG GGT CCA AAG GAG TCA CTT CTG 12 00 

Met Ala Phe Leu Val Asp Asn Gly Lys Gly Pro Lys Glu Ser Leu Leu 
385 390 395 400 



CCA CCT CCA AAG GAT CTC CCA AAA TGC TAAAATAGTG GTGAAAATCC 124 7 
Pro Pro Pro Lys Asp Leu Pro Lys Cys 
35 405 

ATTTGTTTCT CCTCTCAACA AGTTCAGACA AATCTTCATC TGCAACATGT AAGAAAGCAG 1307 

CAAAAGCTCG ACCATGCAAT GAGAGAAAGA AGAATTAGAG AGTCAATAAG CAATGTATTC 136 7 

40 

ATTTTCTTGA GTGAAAAAAG AAAGGGAGAT TTTTGCTCAA GCAATCCTCA ATAATTATGT 142 7 

TTGTATGCAA ATATACATTT TTTTTGTCAT TGTTCATGGA AGTTTGAGAA ATGGATTGTT 14 8 7 

45 TCTTTTATCA AAAAAAAAAA AAAAG 1512 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 4: 

50 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 09 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

55 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
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His Pro Phe Pro Lys Pro Asn His Glu Ala Val Val Val Leu Ala Glu 
x 5 10 15 

5 Trp Trp Lys Ser Asp Thr Glu Ala Val lie Asn Glu Ala Leu Lys Ser 
20 25 30 

Gly Leu Ala Pro Asn Val Ser Asp Ala His Thr lie Asn Gly His Pro 
35 40 45 

10 

Gly Pro Val Ser Asn Cys Pro Thr Gin Gly Gly Tyr Ser Leu Ser Val 
50 55 €0 

Glu Pro Gly Lys Thr Tyr Met Leu Arg Val lie Asn Ala Ala Leu Asn 
15 65 70 75 80 

Glu Glu Leu Phe Phe Lys lie Ala Gly His Lys Met Thr Val Val Glu 

85 90 95 

20 Val Asp Ala Thr Tyr Val Lys Pro Phe Lys Thr Asp Thr He Val He 
100 105 HO 

Ala Pro Gly Gin Thr Thr Asn Val He Val Thr Ala Asp Gin Ser Phe 
115 120 125 

25 

Gly Lys Tyr Met Val Ala Ala Ser Pro Phe Met Asp Ala Pro He Ala 
130 135 140 

Val Asp Asn He Thr Ala Thr Ala Thr Leu His Tyr Ser Gly Ala Leu 
30 145 150 155 160 

Gly Thr Ser Pro Thr Thr Leu Thr Ser Thr Pro Pro Gin Asn Ala Thr 
165 170 175 

35 Ser Val Ala Asn Asn Phe Leu Asp Ala Leu Lys Ser Leu Asn Ser Lys 
180 185 190 

Lys Tyr Pro Ala Lys Val Pro Gin Thr Val Asp His Ser Leu Phe Phe 
195 200 205 

40 

Thr Ala Gly Leu Gly He Asn Pro Cys Pro Thr Cys Lys Gin Ala Asn 
210 215 220 

Gly Ser Arg Val Val Ala Ser Val Asn Asn Val Thr Phe Val Met Pro 
45 225 230 235 240 

Thr Val Ala Leu Leu Gin Ala His Phe Phe Gly He Asn Gly Val Phe 
245 250 255 

50 Thr Thr Asp Phe Pro Ala Asn Pro Pro Phe Val Phe Asn Tyr Thr Gly 
260 265 270 

Thr Pro Pro Thr Asn Leu Ala Thr Thr Asn Gly Thr Lys Val Tyr Arg 
275 280 285 

55 

Leu Pro Tyr Asn Ala Thr Val Gin Leu Val Leu Gin Asp Thr Gly He 
290 295 300 
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lie Ala Pro Glu Asn His Pro lie His Leu His Gly Phe Asn Phe Phe 
305 310 315 320 

Leu Val Gly Lys Gly Leu Gly Asn Phe Asn Ser Lys Thr Asp Pro Lys 
5 325 330 335 

Asn Phe Asn Leu lie Asp Pro Val Glu Arg Asn Thr lie Gly Val Pro 
340 345 350 

10 Ser Gly Gly Trp Val Ala lie Arg Trp Leu Ala Asp Asn Pro Gly Val 
355 360 365 

Trp Phe Met His Cys His Leu Glu Val His Thr Thr Trp Gly Leu Lys 
370 375 380 



15 



Met Ala Phe Leu Val Asp Asn Gly Lys Gly Pro Lys Glu Ser Leu Leu 
385 390 395 400 



Pro Pro Pro Lys Asp Leu Pro Lys Cys 
20 4 05 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: 63 0 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 
(A) NOM/CLE: CDS 
35 (B) EMPLACEMENT: 1..273 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

40 CTT TTT TTA GTG GGT AAA GGA CTA GGA AAT TTC AAT TCC AAA ACA GAC 4 8 

Leu Phe Leu Val Gly Lys Gly Leu Gly Asn Phe Asn Ser Lys Thr Asp 
15 10 15 

CCT AAG AAT TTT AAT CTT ATT GAT CCT GTT GAA AGG AAT ACA ATT <3GA 96 
45 Pro Lys Asn Phe Asn Leu lie Asp Pro Val Glu Arg Asn Thr lie Gly 

20 25 30 

GTG CCT TCT GGA GGA TGG GTT GCC ATA AGA TGG CGT <3CT GAC AAT CCA 14 4 

Val Pro Ser Gly Gly Trp Val Ala lie Arg Trp Arg Ala Asp Asn Pro 
50 35 40 45 

GGA GTT TGG TTT ATG CAT TGT CAT CTA GAG GTG CAC ACA ACA TGG GGA 192 
Gly Val Trp Phe Met His Cys His Leu Glu Val His Thr Thr Trp Gly 
50 55 60 



55 



TTG AAA ATG GCA TTC CTT <5TA -GAT AAT <5GC AAG GGT TCT AAT GAG TCA 24 0 

Leu Lys Met Ala Phe Leu Val Asp Asn Gly Lys -Gly Ser Asn Glu Ser 
65 70 75 80 
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CTT TTG CCA CCA CCA AAG GAT CTC CCA AAA TGC TAAAATAATG ATGGAAATCC 2 93 
Leu Leu Pro Pro Pro Lys Asp Leu Pro Lys Cys 
85 90 

5 

ATTTGTTTCT CCTCTCAACA AGTTCAGACA AATCTTAATT TGCAACAAAA GCTGCACCAA 3 53 

GCAATGAGAG AAGAATTAGA GTCAATAAGC AATGTACTAT TCATTTTCTT GAGTGAAAAA 413 

10 GACTAGGAGA ATTTTGCTCA AGCAATATTC AATAATTATG TTTGTATGCA TATATACATT 47 3 

TTTTTTTGTC CTTGTTCAAG GAAGTTTGAG AGATGGATTG TACGTTTCTT TTACCTCTTA 53 3 

TTATTGTCAC TCCCAAGTCA TACTTTCTGT TAAAAGTTTT CTGAATGTTT TAAATTTAGA 5 93 

AATAACATTA CAGTAACAGA AAAAAAAAAA AAAAAAG 63 0 



15 



20 



25 



( 2 ) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 6 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 91 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

30 Leu Phe Leu Val Gly Lys Gly Leu Gly Asn Phe Asn Ser Lys Thr Asp 
X 5 10 15 

Pro Lys Asn Phe Asn Leu He Asp Pro Val Glu Arg Asn Thr He Gly 
20 25 30 



35 



Val Pro Ser Gly Gly Trp Val Ala He Arg Trp Arg Ala Asp Asn Pro 
35 40 45 



Gly Val Trp Phe Met His Cys His Leu Glu Val His Thr Thr Trp Gly 
40 50 55 60 

Leu Lys Met Ala Phe Leu Val Asp Asn Gly Lys Gly Ser Asn Glu Ser 
65 70 75 80 

45 Leu Leu Pro Pro Pro Lys Asp Leu Pro Lys Cys 

85 90 



50 
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1. Utilisation de sequences nucleotidiques rccombinantes contenant unc 
(ou plusieurs) region(s) codante(s), cette (ces) region(s) codante(s) etant 

5 constituee(s) : 

- d'une sequence nucleotidique codant pour un ARN messager (ARNm), 
cet ARNm codant lui-meme pour une laccase chez !es plantes, ou d'un 
fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase, ou 

10 d'une sequence nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique 
susmentionnee, ou derivee du fragment susmentionne, notamment par 
mutation et/ou addition, et/ou suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs 
nucleotides, cette sequence derivee codant pour un ARNm, cet ARNm codant 
lui-meme pour une proteine derivee d'une laccase, ou 

15 - d'une sequence nucleotidique complementaire d'une sequence 

nucleotidique codant pour un ARNm codant lui-meme pour une laccase chez 
les plantes, ou complementaire d'un fragment d'une sequence nucleotidique 
codant pour ledit ARNm, ou complementaire d'une sequence nucleotidique 
derivee, soit d'une sequence nucleotidique codant pour ledit ARNm, soit d'un 

20 fragment de cette derniere, cette sequence complementaire codant pour une 
sequence nucleotidique antisens (encore designee ARNm antisens) susceptible 
de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 
pour la transformation de cellules vegetales en vue de l'obtention de plantes 
transgeniques au sein desquelles la biosynthese des lignines est regulee soit 

25 dans le sens d'une augmentation, soit dans le sens d'une diminution des 
teneurs en lignines produites, par rapport aux teneurs normales en lignines 
produites chez les plantes non transformees, et/ou dans le sens d'une 
modification de la composition des lignines produites par lesdites plantes 
transgeniques par rapport aux lignines produites chez les plantes non 

30 transformees. 

2. Utilisation de sequences nucleotidiques recombinantes selon la 
revendication 1, caracterisee en ce qu'elles contiennent tout ou partie d'une 
sequence nucleotidique choisie parmi les suivantes: 

35 - la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 1 , codant pour 

un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour la laccase de tabac representee 
par SEQ ID NO 2, 
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- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 3, codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase de 
tabac, ce fragment etant represente par SEQ ID NO 4, 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 5, codant pour 
5 un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase de 

tabac, ce fragment etant represente par SEQ ID NO 6, 

- la sequence nucleotidique complementaire de ccllc representee par 
SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5, cette sequence 
complementaire codant pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec 

10 un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, et plus particulierement 
avec I'ARNm code par les sequences SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, et 
SEQ ID NO 5 respectivement, 

- la sequence nucleotidique derivee de la sequence representee par 
SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5, notamment par mutation 

is et/ou addition, et/ou suppression, et/ou substitution dun ou plusieurs 
nucleotides, cette sequence derivee codant soit pour un ARNm codant lui- 
meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 2, ou pour les fragments de 
laccase represents par SEQ ID NO 4, ou SEQ ID NO 6, soit pour une 
proteine derivee de la laccase ou fragments de laccase susmentionnes, 

20 . la sequence nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique 

complementaire susmentionnee, par mutation et/ou addition, et/ou 
suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence 
derivee codant pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec un 
ARNm codant pour une laccase chez les plantes, et plus particulierement avec 

25 un des ARNm susmentionnes. 

3. Sequence d'ADN, caracterisee en ce qu'elle comprend I'une au moins 

des sequences suivantes : 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 1, codant pour 
30 un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour la laccase representee par 

SEQ ID NO 2, ou 

- un fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment 
codant pour un fragment de la laccase representee par SEQ ID NO 2, ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence representee par 
35 SEQ ID NO 1 susmentionnee, ou d'un fragment tel que decrit ci-dessus de 

cette sequence, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm codant lui-meme pour la laccase representee par 
SEQ ID NO 2, ou pour une proteine derivee de cette derniere, 
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- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 3, codant pour 
un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase de 
tabac, ce fragment etant represente par SEQ ID NO 4, ou 

- un fragment de la sequence nucleotidique representee par 
5 SEQ ID NO 3, ce fragment codant pour un fragment de la laccase representee 

par SEQ ID NO 4, ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence representee par 
SEQ ID NO 3, susmentionnee, ou d'un fragment tel que decrit ci-dessus de 
cette sequence, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 

(0 et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm codant lui-meme pour le fragment de laccase represente par 
SEQ ID NO 4, ou pour une proteine derivee de ce dernier, 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID NO 5, codant pour 

viii iiivtiin, v>wt iiiviMM ^vuaiu lui-iuwiuw [juui uii 1 1 a£iiivsiit u uiil laucaat uc 

15 tabac, ce fragment etant represente par SEQ ID NO 6, ou 

- un fragment de la sequence nucleotidique representee par 
SEQ ID NO 5, ce fragment codant pour un fragment de la laccase representee 
par SEQ ID NO 6, ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence representee par 
20 SEQ ID NO 5, susmentionnee, ou d'un fragment tel que decrit ci-dessus de 

cette sequence, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm codant lui-meme pour le fragment de laccase represente par 
SEQ ID NO 6, ou pour une proteine derivee de ce dernier. 

25 

4. Sequence d'ADN, caracterisee en ce qu'elle comprend Tune au moins 
des sequences suivantes : 

- la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 
SEQ ID NO 1, cette sequence complementaire codant pour un ARNm antisens 

30 susceptible de s'hybrider avec un ARNm codant pour unc laccase chez les 
plantes, notamment chez le tabac, et plus particulierement avec 1' ARNm 
codant lui-meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 2, a savoir avec 
I'ARNm code par la sequence representee par SEQ ID NO 1, ou code par une 
sequence derivee de cette derniere, telle que definie ci-dessus, ou 

35 - un fragment de la sequence complementaire susmentionnee, ce 

fragment de sequence codant pour un ARNm antisens susceptible de 
s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 
notamment chez le tabac, et plus particulierement avec I'ARNm codant lui- 
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meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 2, tel que defini ci-dessus, 
ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence complementaire 
susmentionnee, ou du fragment de cette sequence complementaire tel que 

5 decrit ci-dessus, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 
pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec 1'ARNm susmentionne, 

- la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 
SEQ ID NO 3, cette sequence complementaire codant pour un ARNm antisens 

10 susceptible de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les 
plantes, notamment chez le tabac, et plus particulierement avec l'ARNm 
codant lui-meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 4, a savoir 
l'ARNm code par la sequence representee par SEQ ID NO 3, ou code par une 
sequence derivee de cette derniere, telle que definie ci-dessus, ou 

15 - un fragment de la sequence complementaire susmentionnee, ce 

fragment de sequence codant pour un ARNm antisens susceptible de 
s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 
notamment chez le tabac, et plus particulierement avec l'ARNm codant lui- 
meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 4, telle que definie ci- 

20 dessus, ou 

- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence complementaire 
susmentionnee, ou du fragment de cette sequence complementaire tel que 
decrit ci-dessus, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 

25 pour un ARNm antisens susceptible de s'hybrider avec l'ARNm susmentionne, 

- la sequence nucleotidique complementaire de celle representee par 
SEQ ID NO 5, cette sequence complementaire codant pour un ARNm antisens 
susceptible de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les 
plantes, notamment chez le tabac, et plus particulierement avec l'ARNm 

30 codant lui-meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 6, a savoir 
l'ARNm code par La sequence representee par SEQ ID NO 5, ou code par une 
sequence derivee de cette derniere, telle que definie ci-dessus, ou 

- un fragment de la sequence complementaire susmentionnee, ce 
fragment de sequence codant pour un ARNm antisens susceptible de 

35 s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 
notamment chez le tabac, et plus particulierement avec l'ARNm codant lui- 
meme pour la laccase representee par SEQ ID NO 6, telle que definie ci- 
dessus, ou 
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- toute sequence nucleotidique derivee de la sequence complementaire 
susmentionnee, ou du fragment de cette sequence complementaire tel que 
decrit ci-dessus, notamment par mutation et/ou addition, et/ou suppression, 
ct/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette sequence derivee codant 

5 pour un ARNm antiscns susceptible de s'hybrider avec 1'ARNm susmentionne. 

5. ARNm code par une sequence d'ADN selon la revendication 3, et 
plus particulierement : 

- l'ARNm code par la sequence d'ADN representee par SEQ ID NO 1, 
10 ou code par un fragment ou une sequence derivee tels que definis ci-dessus, 

led it ARNm etant susceptible de coder a son tour pour la laccase presente chez 
le tabac, telle que representee par SEQ ID NO 2, ou pour un fragment dc cette 
laccase ou une proteine derivee tels que definis ci-dessus, 

- i' ARNm code par la sequence d' ADN representee par SEQ ID NO 3, 
15 ou code par un fragment ou une sequence derivee tels que definis ci-dessus, 

ledit ARNm etant susceptible de coder a son tour pour le fragment d'une 
laccase presente chez le tabac, telle que representee par SEQ ID NO 4, ou 
pour un fragment de ce dernier ou une proteine derivee tels que definis ci- 
dessus, 

20 - l'ARNm code par la sequence d'ADN representee par SEQ ID NO 5, 

ou code par un fragment ou une sequence derivee tels que definis ci-dessus, 
ledit ARNm etant susceptible de coder a son tour pour le fragment d'une 
laccase presente chez le tabac, telle que representee par SEQ ID NO 6, ou 
pour un fragment de ce dernier ou une proteine derivee tels que definis ci- 

25 dessus. 

6. ARNm antisens, caracterise en ce qu'il comprend des nucleotides 
complementaires de la totalite ou d'une partie seulement des nucleotides 
constituant un ARNm selon la revendication 5, et en ce qu'il est susceptible de 

30 s'hybrider avec ce dernier. 

7. Laccases de tabac telles qu'obtenues sous forme essentiellement pure 
par extraction et purification a partir de tabac, et plus particulierement la 
laccase representee par SEQ ID NO 2, ou celle comprenant le polypeptide 

35 represente par SEQ ID NO 4, ou encore celle comprenant le polypeptide 
represente par SEQ ID NO 6, ou toute proteine derivee de ces dernieres, 
notamment par addition, et/ou suppression, et/ou substitution d'un ou 
plusieurs acides amines, ou tout fragment issu desdites laccases ou de leurs 
sequences derivees. 
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8. Sequences nucleotidiques codant pour la taccase representee par SEQ 
ID NO 2, ou pour les polypeptides representes par SEQ ID NO 4, et SEQ ID 
NO 6, ou toute sequence derivee ou fragment de ces derniers, tels que definis 

5 dans la revendication 7, lesdites sequences nucleotidiques etant caracterisees 
en ce qu'elles correspondent a tout ou partie des sequences representees par 
SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, ou SEQ ID NO 5, respectivement, ou a toute 
sequence derivee dc ces dernieres par degenerescence du code genetique, et 
etant neanmoins susceptiblcs de coder pour les laccases ou sequence derivee 

10 ou fragment de ces dernieres, tels que definis ci-dessus. 

9. Complexes formes entre un ARNm antisens selon la revendication 6, 
et un ARNm selon la revendication 5. 



15 



20 



10. Sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en cc qu'elle 
comprend au moins une sequence d'ADN selon la revendication 3, susceptible 
de coder pour un ARNm lui-meme susceptible de coder pour une laccase ou 
toute sequence derivee ou fragment de cette derniere, ladite sequence selon la 
revendication 3 etant inseree dans une sequence heterologuc. 



_11. Sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins une sequence d'ADN complementaire selon la 
revendication 4, inseree dans une sequence hcterologue, ladite sequence 
d'ADN complementaire codant pour un ARNm antisens susceptible de 
25 s'hybrider avec l'ARNm codant pour une laccase ou toute sequence derivee ou 
fragment de cette derniere. 

12. Sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 10 ou la 
revendication 11, caracterise en ce qu'elle comprend les Elements necessaires 

30 pour reguler l'expression de la sequence nucleotidique selon la 
revendication 3, ou de sa s6quence complementaire selon la revendication 4, 
notamment un promoteur et un terminateur de la transcription dc ces 
sequences, et le cas echeant, au moins une sequence d'ADN codant pour tout 
ou partie d'une autre enzyme que la laccase, qui se trouve etre impliquee dans 

35 une etape de la biosynthese des lignines chez les plantes, notamment l'ARNm 
codant pour l'alcool cinnamylique deshydrogenase (CAD), et/ou l'ARNm 
codant pour la cinnamoyl CoA reductase (CCR), et/ou l'ARNm codant pour 
rO-methyltransferase (OMT), ou comprenant au moins une sequence 
nucleotidique codant pour tout ou partie d'un ARNm antisens susceptible de 
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s'hybrider avec I'ARNm susmentionne, notamment avec 1'ARNm codant pour 
la CAD, la CCR ou IOMT. 

13. Vecteur recombinant caracterise en ce qu f il comprend une sequence 
nucleotidique recombinante selon Tune des revendications 10 a 12, integree 
dans l'un de ses sites de son genome non cssentiels pour sa replication. 

14. Procede de regulation de la biosynthese des lignines chcz les plantes, 
soit par diminution, soit par augmentation des quantites de lignines produites, 
par rapport aux quantites normales de lignines produites chez ces plantes, ledit 
procede comprenant une etape de transformation de cellules de ces plantes a 
I'aide d un vecteur contenant: 

- une sequence nucleotidique codant pour un ARN messager (ARNm), 
cet ARNm codant lui-meme pour une i a cease chez les plantes, ou un fragment 
de la sequence nucleotidique susmentionnee, ce fragment codant pour un 
ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour un fragment d'une laccase, ou unc 
sequence nucleotidique derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, 
ou derivee du fragment susmentionne, notamment par mutation et/ou addition, 
et/ou suppression, et/ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides, cette 
sequence derivee codant pour un ARNm, cet ARNm codant lui-meme pour 
une proteine derivee d'une laccase, ou 

- une sequence nucleotidique complementaire d'une sequence 
nucleotidique codant pour un ARNm codant lui-meme pour une laccase chez 
les plantes, ou complementaire d'un fragment d'une sequence nucleotidique 
codant pour ledit ARNm, ou complementaire d'une sequence nucleotidique 
derivee, soit d'une sequence nucleotidique codant pour ledit ARNm, soit d'un 
fragment de cette derniere, cette sequence complementaire codant pour une 
sequence nucleotidique antisens (encore designee ARNm antisens) susceptible 
de s'hybrider avec un ARNm codant pour une laccase chez les plantes, 

ladite transformation etant effectuee notamment a I'aide d'un vecteur selon la 
revendication 13. 

15. Procede de diminution de la biosynthese de lignine chez les plantes, 
et done de diminution des quantites de lignines produites, par rapport aux 
quantites normales de lignines produites chez les plantes, caracterise en ce 
qu'il est effectue par transformation du genome de ces plantes, en y 
incorporant: 

- au moins une sequence d'ADN -selon la revendication 4, 
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- et, le cas echeant, au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou 
partie d un ARNm antisens capable de s'hybrider a un ARNm codant pour une 
autre enzyme que la laccase, qui sc trouve etre impliquee dans une etape de la 
biosynthese des lignines chez les plantes, notammenl l'ARNm ccxlant pour la 
5 CAD, la CCR ou l'OMT, 

ladite transformation etant realisee: 

- soit a l'aide d'un vecteur recombinant selon la revendication 13, 
contenant une sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 1 1 
ou la revendication 12, 
io . soit a l'aide de plusieurs vecteurs recombinants dont l'un au moins 

contient une sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 11, 
tandis que V (ou les) autre(s) vecteur(s) recombinant(s) contien(nen)t une 
sequence d'ADN codant pour un ARNm antisens capable de s'hybrider a un 
ARNm codant pour une autre enzyme que la laccase, telle que definie ci- 
15 dessus. 

16. Proc6de de diminution de la biosynthese de lignine chez les plantes, 
et done de diminution des quantites de lignines produites, par rapport aux 
quantites normales de lignines produites chez les plantes, caracterise en ce 
20 qu'il est effectue par transformation du genome de ces plantes, en y 
incorporant: 

- au moins une sequence d'ADN selon la revendication 3, 

- et, le cas echeant, au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou 
partie d'une autre enzyme que la laccase, qui se trouve etre impliquee dans 

25 une etape de la biosynthese des lignines chez les plantes, notamment une 
sequence d'ADN codant pour tout ou partie de la CAD, la CCR ou l'OMT, 
ladite transformation etant realisee: 

- soit a l'aide d'un vecteur recombinant selon la revendication 13, 
contenant la sequence nucleotidique recombinante selon la "revendication 10 ou 

30 la revendication 12, 

- soit a l'aide de plusieurs vecteurs recombinants dont l'un au moins 
contient une sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 10, 
tandis que 1" (ou les) autre(s) vecteur(s) recombinant(s) contien(nen)t une 
sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une enzyme autre que la 

35 laccase, telle que definie ci-dessus. 

17. Procede d' augmentation de la biosynthese de lignine chez les 
plantes, et done d' augmentation des quantites de lignines produites par rapport 
aux quantites normales de lignines produites chez les plantes, caracterise en ce 
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qu'il est effectuc par transformation du genome de ccs plantes, en y 
incorporant: 

- au moins une sequence d'ADN selon la revendication 3, 

- et, le cas echeant, au moins une sequence d'ADN codant pour une 
5 autre enzyme que la laccase, qui se trouve etrc impliquee dans une etape de la 

biosynthese des lignines chez les plantes, notamment une sequence d'ADN 
codant pour la CAD, la CCR ou TOMT, 
ladite transformation etant realisee: 

- soit a Taide d'un vecteur recombinant selon la revendication 13, 
io contenant la sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 10 ou 

la revendication 12, 

- soit a Taide de plusieurs vecteurs recombinants dont Tun au moins 
contient une sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 13, 
tandis que T (ou les) autre(s) vecteur(s) recombinant(s) contien(nen)t une 

15 sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une enzyme autre que la 
laccase, telle que definie ci-dessus. 

18. Plantes ou fragments de plantes, notamment cellules, fruits, 
semences, pollen, transformes par incorporation dans leur genome d f au moins 

20 une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 3 ou 4. 

19. Polypeptides recombinants, notamment laccases recombinantes, 
representes par SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4, et SEQ ID NO 6, tels 
qu'obtenus par transformation de cellules vegetales en integrant de fa?on 

25 stable dans leur genome, une sequence nucleotidique recombinante selon la 
revendication 10, notamment a Taide d'un vecteur selon la revendication 13. 
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